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Résumé
L’angiooedème (AO) est une réaction inflammatoire locale aigu caractérisée par
un gonflement des couches profondes de la peau etlou des tissus sous-muqueux.
L’AO peut être de type héréditaire (type I et II) ou acquis (dû à la prise d’iECA ou
d’oestrogènes). Parmi les médiateurs de l’AO, on retrouve la substance P (SP), la
bradykinine (BK) et la des-Arg9-BK. Après avoir documenté le métabolisme des
kinines au niveau du plasma, notre laboratoire a montré que les patients ayant souffert
d’un épisode d’AO associé à la prise d’inhibiteurs de l’enzyme de conversion de
l’angiotensine (iECA) présentent, au niveau plasmatique, une anomalie de la
dégradation de la des-Arg9-BK associée à une activité diminuée ou nulle de
l’aminopeptidase P (APP), métallopeptidase impliquée dans l’inactivation de cette
kinine.
Notre travail de maîtrise comprend deux parties distinctes. Une première de
nature clinique, vise à mieux comprendre la physiopathologie des AO acquis de
nature idiopathique ainsi que des AO associés à la prise d’iECA. Pour ce faire, nous
documenterons le métabolisme de la BK, de la des-Arg9-BK et de la $P au niveau du
plasma. Nous doserons aussi l’activité de la dipeptidyl peptidase IV (DPPIV) et des
différentes métallopeptidases incluant l’APP, l’enzyme de conversion de
l’angiotensine (ECA), l’aminopeptidase N (APN) et la carboxypeptidase N (CPN),
enzymes responsables du métabolisme des kinines et des neurokinines. Une deuxième
partie plus fondamentale vise à étudier la régulation de l’expression du récepteur B1
(B1R) dans un modèle animal et dans un modèle de culture cellulaire à l’aide de la
technique de PCR en temps réel.
Notre travail de maîtrise nous a permis de mettre en évidence la présence d’une
anomalie de la dégradation de la BK reliée à une diminution d’activité de l’APP et de
l’ECA chez un groupe de patients atteints d’AO idiopathique. Nous avons aussi
constaté que la présence de facteurs génétiques ou environnementaux diminuant
l’activité de la DPPIV pouvait prédisposer les individus à développer un
angiooedème acquis (AOA) associé à la prise d’iECA. Finalement, notre étude a
Iv
permis de montrer que l’induction du récepteur B1 par différentes cytokines
proinflammatoires était spécifique et pouvait varier selon le type de tissu analysé.
Mots clés t angiooedème, kinines, métabolisme, métallopeptidases, substance P
VAbstract
Angiooedema (AO) is an acute local inflammatory reaction which is
charactenzed by swelling of the deeper layers of the skin and!or the sub-mucosal
tissues. AO can be hereditaiy (type I or II) or acquired (following the intake ofACEi
or estrogen). Among the mediators of AO, substance P ($P), bradykinin (13K) and
des-Arg9-BK can be found. After having documented the kimn metabolism found in
the plasma, our research laboratoiy has demonstrated that patients having suffered
from an AO episode, associated with the intake of Angiotensin converting enzyme
inhibitors (ACEi), presented in their plasma, an anomaly in the breakdown of des
Arg9-BK associated with an absence or reduction of arninopeptidase P (APP)
function. APP is the metallopeptidase associated with the inactivation of the kinin
previously mentioned.
Our research is divided into two distinct parts. The first is clinical in nature and
aims to better understand the physiopathology of idiopathic AO and acquired AO as
well as AO associated with the intake of ACEi. In order to achieve this goal, we will
document BK, des-Arg9-BK and SP metabolisms found in the plasma. We will also
monitor the activities of dipeptidyl peptidase IV (DPPIV) and of the different
metallopeptidases including APP, angiotensin converting enzyme (ACE),
aminopeptidase N (APN) and carboxypeptidase N (CPN): enzymes responsible of
kinin and neurokimn rnetabolisms. The second part of our research, which is even
more fundamental than the first, is aimed at studying the regulation of i receptor
(B1R) expression in an animal test subject and in a cellular environment through real
time PCR techniques.
Our research allowed us to demonstrate the presence of an anomaly in the
degradation of BK in relation to a reduction of APP and ACE activity in a group of
patients suffenng from idiopathic AO. It was also observed that the presence of
genetic or environmental factors causing a reduction in DPPIV activity could
predispose individuals in developing acquired AO associated with the intake ofACEi.
In conclusion, our study showed that induction of the receptor by different pro-
VI
inflamrnatoiy cytokines was a specific process and could vary depending on the type
of tissue being analyzed.
Key words: angiooedema, kinin, metabolism, metaïlopeptidases, substance P
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1I. L’angiooedème
1. Définition
L’angiooedème (AO) est une réaction inflammatoire locale aigu caractérisée par
un gonflement des couches profondes de la peau etlou des tissus sous-muqueux.
Généralement, les parties du corps les plus affectées sont le visage, les bras, les
mains, les jambes, les pieds, la cavité intra-abdominale et les organes génitaux
(Greaves and Lawlor, 1991; Kaplan and Greaves, 2005). L’AO peut entraîner une
obstruction respiratoire et représenter un danger pour la survie de l’individu si sa
localisation implique les voies respiratoires supérieures (Kaplan and Greaves, 2005).
L’épisode d’AO résulte d’une augmentation locale de la perméabilité des capillaires
et des veinules post-capillaires dans la zone sous-cutanée ou sous-muqueuse, menant
à une extravasation de plasma et à un gonflement (Kaplan and Greaves, 2005).
2. Les différents types d’AO
Plusieurs publications parues au début du )GXe siècle ont rapporté des
observations cliniques semblables ou identiques à l’AO que l’on connaît aujourd’hui.
La première description médicale détaillée fut publiée dans le Journal de Médecine
d’Edinburgh, en 1876, par le Dr. John Laws Milton, fondateur de l’Hôpital St-John.
Dans cet article intitulé «On Giant Urticaria», le Dr. Milton a rapporté la description
détaillée de l’état de six patients atteints d’AO (Milton, 1876). Douze années plus
tard, le Dr. William Osler fit la distinction entre l’AO de type héréditaire (AOH) et sa
forme acquise (AOA), après avoir étudié les différents épisodes d’AO des membres
de cinq générations d’une même famille (Osier, 1888). La présence d’une anomalie
biochimique chez les individus atteints d’AOH, caractérisée par une déficience en Cl
estérase inhibiteur (C1INH), fut identifiée et caractérisée en 1963 par Donalson et
Evans (Donaldson and Evans, 1963). L’AOA causé par une déficience acquise en
C1INH a été décrit pour la première fois par Caldwell et ses collaborateurs (Cadwell
et al., 1972).
22.1 L’AO héréditaire (AOH)
L ‘AOH représente une maladie génétique à transmission autosornale dominante à
forme hétérozygote exclusive (Davis, 2005). Il est causé par un déficit ou une
altération du gène codant pour l’inhibiteur du C1INH, au locus q12-q13. 1 du
chromosome 11. Le C1INH est l’inhibiteur potentiel de différentes protéases à sérine.
Les principales sont cependant les facteurs Clr et Cis du complément, la kallicréine
plasmatique, les facteurs )UIa et Ma de la coagulation et la plasmine (Donaldson et
al., 1977; Landerman et al., 1962; Longhurst, 2005).
Une déficience en C1INH entraîne une diminution de la synthèse de diverses
protéines fonctionnelles (Davis, 198$) et les manifestations physiopathologiques de
l’AOH qui en découlent résultent d’une large variété de mutations du gène C1INFI
(Davis, 2005). La prévalence de l’AOH dans la population générale a été estimée à
1 :50 000 (Agostoni and Cicardi, 1992). Par contre, une déficience complète en
C1TNH n’a jamais été rapportée jusqu’à aujourd’hui.
Il existe deux types d’AOH (Rosen et al., 1965). L’AOH de type I (présent dans
approximativement 80-85% des cas d’AOH) est causé par une mutation dans le gène
codant pour le C11NH qui occasionne une diminution de sa production et, par le fait
même, une réduction de l’activité antiprotéasique plasmatique caractéristique au
C1TNH (Rosen et al., 1965). L’AOH de type II, par contre, se caractérise par une
concentration normale du Cl TN}{ combinée à une activité antiprotéasique diminuée
ou nulle due à une mutation génique produisant une protéine C11NH
dysfonctionnelle. Ce type d’AO représente 15% des cas d’AOH (Rosen et al., 1971).
Ces anomalies du C11NH caractérisant les deux types d’AOH ont deux types de
conséquences. D’une part, elles sont responsables d’une activation anormale de la
voie classique du complément accompagnée d’une consommation accrue des facteurs
C2 et C4 alors que les niveaux de C3 sont normaux. (Agostoni and Cicardi, 1992;
Cicardi et al., 1982; Prada et al., 1998). Les concentrations de Clq, quant à elles, sont
à un niveau normal en dehors des crises d’AO (Agostoni et al., 2004; Kaplan and
3Greaves, 2005). D’autre part, cette perte d’activité antiprotéasique s’accompagne
d’une activation du système de contact du plasma et donc de la transformation de la
prékallicréine en kallicréine. Celle-ci libère la bradykinine (3K) à partir du
kininogène de haut poids moléculaire (KNPM) (Kaplan and Greaves, 2005).
2.2 L’AO acquis (AOA)
La forme acquise de l’AO, considérée comme non transmissible du moins
jusqu’à présent, regroupe des AO dû à différentes causes. Les premiers sont dûs à une
consommation anormalement élevée du C1INH. Cette consommation est de nature
idiopathique, autoimmune ou associée à des phénomènes de nature
lymphoproliférative (Greaves and Lawior, 1991; Melamed et al., 1986; Nzeako et al.,
2001). L’AOA est également associée à la prise de certains médicaments. Les
médicaments les plus souvent en cause sont d’une part les oestrogènes utilisés en
contraception ou à titre substitutif (Cicardi et al., 1996; Cicardi et al., 1985; Fngas,
1989; Gelfand et al., 1979) et, d’autre part, les inhibiteurs de l’enzyme de conversion
de l’angiotensine (iECA). L’incidence des AOA associée à la prise d’iECA a
récemment été revue à la lumière d’études cliniques. En effet, une étude clinique de
phase III nommée OVERTURE, ayant inclus plus de 4 000 patients souffrants
d’insuffisance cardiaque, évalue actuellement les effets sur la morbidité-mortalité,
d’un traitement par omapatrilate en comparaison avec un iECA de référence,
l’enalapril. En 2002, Giuseppe Molinaro et ses collaborateurs ont aussi mis en
évidence la présence d’une anomalie au niveau de la dégradation de la des-Arg9-BK
endogène chez ce type de patient (Molinaro et al., 2002).
3. Les médiateurs de I’AO
La capacité de différents peptides vasoactifs dont les kinines, les neurokinines et
certains facteurs du complément, à agir de concert au niveau de foyer inflammatoire
expérimental, en font des facteurs potentiels pouvant expliquer la physiopathologie
des symptômes associés aux épisodes d’AO. Dans cette deuxième partie de notre
4introduction, nous nous attarderons à définir et à étudier les propriétés des kinines et
des neurokinines. En effet, le rôle des premières fait l’objet d’études approfondies
dans notre laboratoire d’accueil qui seront poursuivies dans notre mémoire. Quant
aux secondes, elles constituent, une voie nouvelle explorée dans notre travail de
maîtrise. En ce qui concerne les facteurs du complément, non envisagés dans notre
travail de maîtrise, nous renvoyons le lecteur à d’excellentes revues récentes (f ïedler
et al., 2005; Szeplaki et al., 2006).
II. Les kinines
1. Définition
Les kinines sont des peptides vasodilatateurs, proinflammatoires et algogènes.
Panrii les membres de cette grande famille, on retrouve la bradykimne (BK), la
kallidine (KD) et leurs métabolites actifs soit la des-Arginine9-bradykinine (des-Arg9-
BK) et la des-Arginine’°-kallidine (des-Arg’°-KD) (Kaplan et al., 2002). Leurs
séquences peptidiques sont représentées à la figure 1 (Kaplan et al., 2002). Il existe
d’autres kinines uniquement identifiées chez certains rongeurs, ce sont la Ile-Ser
bradykinine (T-kinine) et la Met-Ile-Ser-bradykinine (Kato et al., 1988; Maier et al.,
198$; Sakamoto et al., 1987).
Les kinines participent au processus inflammatoire par leur capacité d’activer les
cellules endothéliales. En effet, cette activation conduit à la production du monoxyde
d’azote (NO) et à la mobilisation d’acide arachidonique (Kaplan et al., 2002)
responsable d’une vasodilatation accrue et d’une augmentation de la perméabilité
vasculaire.
5123456789
BK Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-Oll
KD Lys-Arg-Pro-Pro-Giy-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-OH
Figure 1. Séquence d’acides aminés des différentes kinines (Biais et al.,
2000).
Les propriétés pharmacologiques de la BK furent mises en évidence en 1949 par
Rocha e Silvia et ses collaborateurs et ce, par incubation du plasma bovin en présence
de venin de serpent (Bothrops jararaca) ou de la tiypsine (Silva et al., 1949). Ces
auteurs ont ainsi montré qu’une substance, la BK, libérée par hydrolyse de substrats
plasmatiques, est capable de contracter l’iléon isolé du cochon d’Inde, le duodénum
de lapin et l’utérus de rat, et qu’elle pouvait diminuer la pression sanguine lorsque
injectée par voie intraveineuse chez le chat, le chien et le lapin. La BK doit donc son
nom à son action pharmacologique lente au niveau de la contraction du muscle lisse
(brady signifie lent en grec, kinine signifie mouvement) (Silva et al., 1949) et ce, par
opposition à une autre classe de peptides, les tachykinines (voir ci-dessous).
En 1960, la BK a été isolée biochimiquernent pour la première fois par Elliot et
ses collaborateurs en utilisant un substrat de protéines précipitées à partir d’un sérum
saturé en sulfate d’ammonium et a été synthétisée et identifiée comme un nonapeptide
par Boissonnas et ses collaborateurs (Boissonnas et al., 1960; Elliort et al., 1960).
Quelques années plus tard, la structure décapeptidique de la KD fut mise en évidence
(Webster and Pierce, 1963).
62. Les kininogènes, précurseurs des kinines
Les kininogènes sont des glycoprotéines multifonctionneiles synthétisées
principalement par le foie, mais aussi par les reins, les glandes salivaires et les
cellules endothéliales (Biais et ai., 2000). Les kinines sont produites à partir des
kininogènes sous l’action d’enzymes protéolytiques connues sous le nom de
kininogénases. Le rôle du kininogène comme précurseur potentiel des kinines a été
suggéré pour la première fois par Werle et ses collaborateurs (Werle, 1963).
Leur masse moléculaire permet de distinguer trois formes de kininogène chez les
mammifères (Miiller-Esterl et al., 1986). Ce sont respectivement le kininogène de
haut poids moléculaire (KHPM, masse moléculaire (IvIIVI): 88 à 120 kDa) (Adam et
al., 1985; Biais et al., 2000), le kininogène de faible poids moléculaire (KfPM, MM:
50 à 68kDa) (Adam et al., 1985; Blais et al., 2000; Muller-Esterl et al., 1982) et le T
kininogène (Mlvi: 68 kDa), ce dernier étant spécifique au rat (Okamoto and
Greenbaum, 1983).
Le KFPM et le KHPM possèdent tous deux une chaîne lourde N-terminale
commune (MM: 50-60 kDa) et une chaîne légère C-terminale de masse moléculaire
différente entre lesquelles se trouve enclavée la séquence kininoformatrice de 12
acides aminés (aa) (Biais et al., 2000). La structure du KHPM est représentée de
façon schématique à la figure 2.
Les KFPM et KHPM sont les produits de l’épissage alternatif de l’ARN d’un
seul gène structural présent sur le chromosome 3q26-qter (Cheung et al., 1992; fong
et al., 1991; Rizzu and Baldini, 1995). Ce gène est composé de onze exons constitués
d’environ 27 000 paires de base (Biais et al., 2000). Les 9 premiers exons codent pour
la chaîne lourde commune et le 10e exon code pour la séquence kininoformatnce
(Kitamura et al., 1985; Takagaki et al., 1985). La chaîne légère du KFPM, quant à
elle, est codée par l’exon 11. Ces deux kininogènes plasmatiques sont composés de
plusieurs domaines, étant chacun associé à une activité spécifique de la protéine et
formant ainsi une structure complexe (voir figure 2).
7La chaîne lourde commune aux deux types de kininogènes est formée de trois
domaines (Dl, D2 et D3) (Kellermann et al., 1986; Salvesen et al., 1986). Le domaine
1, dont le rôle physiologique demeure inconnu, contient un site de liaison de faible
affinité pour le calcium (fligashiyama et al., 1987). Les domaines 2 et 3 possèdent
une séquence peptidique (Gln-Val-Val-Ala-Gly) commune qui leur confère un
pouvoir inhibiteur vis-à-vis des protéases à cystéines telles que la papaïne et la
cathepsine. Le domaine 3 a la capacité de se lier aux plaquettes et aux cellules
endothéliales. Cette région peut également inhiber l’effet activateur de la thrombine
vis-à-vis des plaquettes (Herwald et al., 1995; Jiang et al., 1992; Meloni and
Schmaier, 1991).
Le quatrième domaine (D4) est responsable du pouvoir kininoformateur des deux
types de kininogènes. Les domaines 5 et 6 (D5 et D6) sont spécifiques aux KHPM et
forment sa chaîne légère responsable des propriétés procoagulantes de ce dernier
(DeLa Cadena and Colman, 1991; Mtiller-Esterl et al., 1986). En effet, le domaine 5,
riche en résidus histidine, proline et lysine permet au KHPM de se fixer aux surfaces
chargées négativement et aux surfaces cellulaires. Le domaine 5 possède également
des propriétés antiangiogéniques et la capacité de lier l’héparine (Colman et al., 2000;
Hasan et al., 1995; Lin et al., 2000). Le domaine 6 sert à l’interaction du KHPM avec
la prékallicréine plasmatique et le facteur XI (Mandle et al., 1976; Tait and Fujikawa,
1987; Thompson et al., 1977).
La chaîne légère du KFPM (MM: 4-5kDa) constitue le domaine 5 de ce dernier
et sa fonction demeure inconnue à ce jour.
8Site de fixation
au Ca2
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Figure 2. Représentation des 6 domaines du KHPM et leur fonction
primaire. Les domaines 1,2 et 3 constituent la chaîne lourde, le
domaine 4 comporte la partie kininoformatrice et les domaines 5 et 6
représentent la chaîne légère (Kaplan et al., 2002).
3. Les systèmes Idnino-formateurs
Classiquement, il est considéré que deux voies métaboliques spécifiques peuvent
conduire à la libération des kinines. La première est tissulaire et implique la
kallicréine tissulaire. La seconde implique la kallicréine plasmatique. Elle a lieu dans
le plasma comme son nom l’indique, mais aussi à la surface de certaines cellules. À
côté de ces deux voies kininoformatrices spécifiques, il en existe d’autres non
spécifiques médiées par les facteurs de la coagulation, de la fibrinolyse ou encore par
diverses protéases de nature microbienne (Moreau et al., 2005).
3.1 La kallicréine tissulaire (ou glandulaire) (fC 3.4.21.35)
La kallicréine tissulaire (glandulaire) est une glycoprotéine acide à chaîne simple
hautement glycosylée (MM 25 à 45 kDa). Elle diffère de la kallicréine plasmatique
Sites inhibiteurs Interaction avec la
des protéases I Surface prékallicréine plasmatique
à cystéines Bradykinine de fixation et le facteur XI
à une surface
chargée négativement
9(Bhoola et al., 1992; Biais et al., 2000) par sa masse moléculaire, sa composition en
acides aminés et la nature de la kinine qu’elle libère. La kallicréine tissulaire humaine
est encodée par le gène KLK], localisé aux locus q13.2-q13.4 du chromosome 19
(Clements et al., 2001; Mahabeer and Bhoola, 2000).
La kallicréine tissulaire est largement distribuée dans l’organisme puisqu’elle se
retrouve au niveau du rein, des vaisseaux sanguins, du système nerveux central, du
pancréas, de l’intestin, des glandes salivaires, de la rate, des glandes surrénales et des
polynucléaires neutrophiles. Cette distribution importante lui suggère un rôle
paracnne (Bhoola et al., 1992; Mahabeer and Bhoola, 2000). La kallicréine tissulaire
est synthétisée sous forme de proenzyme, la prokallicréine (Kaplan et al., 199$;
Margolius, 1996). La kallicréine tissulaire possède une forte activité kininogénasique
et son substrat préféré est le KFPM, qu’elle clive au niveau des liaisons Met379-Lys38°
et Arg389-$er39° pour en libérer la KD (figure 3) (f ogaca et al., 2004; Mahabeer and
Bhoola, 2000). L’activité protéasique de la kallicréine tissulaire circulante est inhibée
par différentes antiprotéases dont principalement l’a1-antitrypsine, l’aprotimne et la
kallistatine (Margolius, 1996; Zhou et al., 1992).
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Kallicréines tissulaires
Kallicréines pIasmatiqueI
Kininogène - Met379-Lys°-Arg38’ -Pro - Pro-Gly-Phe-Ser-Pro- Phe- Arg389-Ser°- X
Bradykinine
Kallidine
figure 3. Origine de la BK et de la KB. La BK est formée par l’hydrolyse des
liens Lys380-Arg38’ et Arg389-Ser39° du KHPM par la kallicréine
plasmatique. La KD est formée par le clivage des liens Met379-Lys38° et
Arg389-Ser39° du KFPM par les kallicréines tissulaires (Campbell,
2001).
3.2 La kallicréine plasmatique (EC 3.4.21.34)
La kallicréine plasmatique est synthétisée principalement au niveau du foie sous
forme d’un précurseur inactif, la prékallicréine (pKK). Cette pKK est codée par le
gène KLKBJ, localisé au locus q34—q35 du chromosome 4, composé de 15 exons et
de 14 introns (Beaubien et al., 1991).
La pKX est une Œ-globuline dont la forme plasmatique circulante est complexée
au domaine 6 du KHPM (Mandle et al., 1976; Wiggins et al., 1977). La
transformation de la pKK en KK, sa forme active, a lieu lors de l’activation du
système de contact du plasma. Celle-ci est représentée de façon schématique à la
figure 4.
Le système de contact du plasma est formé de trois proenzymes (le facteur XII ou
facteur de Hageman, le facteur XI de la coagulation et la pKK) et d’un cofacteur, le
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KFWM. La pKK et le facteur Xl de la coagulation circulent complexés au domaine 6
du KHPM.
La mise en contact du plasma avec une surface chargée négativement (membrane
de dialyse, bille de vene, kaolin) concentre le facteur de Hageman et le KHPM au
niveau de cette surface et conduit à l’auto-activation du facteur XII (F)UI) en facteur
XIIa, à l’activation du facteur Xl et de la prékallicréine par le fXJIa, au clivage du
KHPM par la kallicréine et, enfin, à la libération de la 3K (Kaplan et al., 1997;
McMillin et al., 1974; Ratnoff and Saito, 1979; Saito, 1980; $ilverberg et al., 1980).
L’activation de la pKK par le clivage de la liaison Arg371-1le372 génère une protéase
active, la KK, composée d’une chaîne lourde N-terminale de 371 acides aminés
(Mlvi: 55 kDa) et d’une chaîne légère C-terminale de 248 acides aminés (MM: 30 à
36 kDa), reliées entres elles par un pont disuifure. Le site actif de l’enzyme, composé
de trois acides aminés importants (His415, Asp464 et Ser559), se retrouve sur la chaîne
légère et est directement impliqué dans la catalyse (Kapian et al., 2002). Le clivage
du KHPM par la KK pour en libérer la BK s’effectue en deux étapes. En premier lieu,
la liaison Arg389-Ser39° située à l’extrémité C-terminale de la séquence de la 3K est
hydrolysée, la laissant liée à la chaîne lourde du KHPM par sa partie N-terminale. La
séquence Leu378-Met-Lys-Arg38 est ensuite clivée au lien Lys380-Arg381 pour libérer
la 3K (Mon et al., 1981). La portion restante du KEPM est appelée KBPMa et
acquiert de nouvelles propriétés suite à cette cascade permettant la libération de la BK
(Guo and Colman, 2005).
L ‘activité protéasique de la KK plasmatique est principalement neutralisée par le
C1INH (Gigli et al., 1970; Schapira et al., 1982; van der Graaf et al., 1983). Elle peut
aussi être modulée par d’autres antiprotéases t a2-macroglobuline, l’antithrombine III,
a1-antitiypsine et a2-antiplasmine (Schapira et ai., 1982; van der Graaf et al., 1983).
En absence de C1IN}{, l’activation du système de contact devient incontrôlée de
même que la libération de la 3K (Biais et al., 2000; Dunn et al., 1982; Tankersley and
Finlayson, 1984).
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Figure 4. Le système kinino-formateur et le système kallicréine-kinines.
L’accumulation de fXII à la surface négative conduit à
l’autoactivation du fXIIa. fXIIa active la KK et fXIa, tous deux liés
individuellement au KEPM qui les apporte à la surface négative. Une
fois activée, la KK amplifie l’activation de fXIIa et libère la BK de
son précurseur, le KHPM. La libération de la 8K peut être bloquée par
le Cl TNH. La BK se lie ensuite au récepteur constitutif B2 et active sa
voie signalitique. La BK peut aussi être métabolisée en peptides
inactifs ou en des-Arg9-BK, qui transmet son signal via le récepteur
inductible B1. pKK: prékallicréine, KHPM: kininogêne de haut poids
moléculaire, 3K: bradykinine, C1INH: Cl inhibiteur, KK:
kallicréine (Moreau et al., 2005).
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Plus récemment, un système d’activation similaire au système plasmatique a été
mis en évidence à la surface de certaines cellules (leucocytes, plaquettes, cellules
endothéliales, myocytes) (Zhao et al., 2001). En effet, le KHPM peut se lier aux
cellules endothéliales et aux plaquettes par une réaction saturable, réversible et zinc-
dépendante (Schmaier et al., 1988; van Iwaarden et al., 1988), et ses deux chaînes
sont impliquées dans cette liaison (Reddigari et al., 1993). La liaison du KHPM aux
cellules endothéliales conduit à l’activation de la pKK en KK et, tel que présumé, à la
relâche de la BK à partir du KHPM (Lin et al., 2000; Motta et al., 1998; Nishikawa et
al., 1992; Zhao et al., 2001; Zhao et al., 2001). Les principales protéines qui
constituent le complexe membranaire responsable de cette liaison sont la cytokératine
1 (CK1), le récepteur du gClq (gClqR) et le récepteur de l’activateur du
plasminogène urokinase (u-PAR) et elles se localisent toutes les trois sur la
membrane des cellules endothéliales (Colman et al., 1997; Hasan et al., 1998;
Herwald et al., 1996; Herwald et al., 1996; Joseph et al., 1996; Schmaier, 2000;
Shanat-Madar et al., 1999).
4. Le métabolisme des kinines
formées localement au contact d’une surface chargée négativement, les ldnines
sont considérées comme des substances autocrines ou paracrines plutôt que comme
des hormones au niveau cellulaire. Elles exercent leurs propriétés pharmacologiques
au niveau ou près du site de leur formation, et ce, du moins dans des conditions
physiologiques. Elles doivent ces propriétés à un métabolisme intense qui en limite la
demi-vie. Des travaux précédemment menés dans notre laboratoire ont montré que ce
métabolisme dépend non seulement de l’espèce animale étudiée mais aussi du milieu
biologique et de l’état pathologique. Dans cette partie de notre introduction, nous
limiterons notre propos aux peptidases responsables du métabolisme plasmatique des
kinines puisque ce sont ces dernières que nous avons investiguées. Ces différentes
enzymes sont appelées kimnases (Erdôs and Skidgel, 1997). Ce sont des
métallopeptidases qui possèdent toutes un atome de zinc nécessaire à leur activité
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(hydrolyse des substrats) au niveau de leur site catalytique. Ces enzymes sont aussi,
pour la plupart, des glycoprotéines à chaîne unique d’origine membranaire.
Bradykinine
figure 5. Le métabolisme de la BK
4.1 L’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA)
L’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA, kininase II, EC 3.4.15.1) est
une dipeptidylpeptidase zinc-dépendante membranaire (ectoenzyme) (Tumer and
Hooper, 2002). Chez l’humain, l’ECA existe sous deux formes: une forme somatique
(MM :150-180 kDa, 1300 aa) et une forme germinale (MM :100_110 kDa, 730 aa).
La forme somatique de l’ECA est composée de deux domaines métalloprotéinases
homologues (C-terminal et N-terniinal) contrairement à la forme germinale qui n’est
formée que d’un seul domaine C-terminal, identique à celui de l’ECA somatique
(Andujar-Sanchez et al., 2004; Georgiadis et al., 2003; Soubner et al., 1982). On
retrouve l’ECA somatique dans de nombreux tissus comme l’endothélium vasculaire,
le tissu cardiaque ou encore les cellules épithéliales du tubule rénal proximal.
Contrairement à la forme somatique, la forme germinale a une distribution restreinte.
En effet, elle n’est présente que dans les testicules, où elle jouerait un rôle dans la
fertilité mâle (Hagaman et al., 1998; Tumer and Hooper, 2002). Ces deux formes
distinctes d’ECA, ancrées au niveau de la membrane cellulaire, ont leur site
catalytique exposé vers l’espace extracellulaire ($oubrier et al., 1988; Wei et al.,
Arg1-Pro2-Pro3-G1y4-Phe5-Ser-Pro7-Phe8-Arg9-NH2
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1991). L’ECA somatique et germinale sont codées par un même gène situé au locus
17q23 alors que leur transcription est effectuée par des promoteurs différents (}Iubert
et al., 1991).
L’expression de ces deux formes d’ECA est régulée par différents contrôles
hormonaux; par exemple, l’enzyme exprimée au niveau endothélial est induite par les
glucocorticoïdes et la forme testiculaire de l’enzyme est stimulée par les androgènes
(Hubert et al., 1991).
On reconnaît deux fonctions physiologiques principales à 1’ECA. L’ECA
inactive la BK en clivant le dipeptide C-terminal Phe8-Arg9 d’abord et la liaison Phe5-
$er6 par la suite (Yang et al., 1970; Yang et al., 1971). Ces deux hydrolyses
successives aboutissent à la formation d’un résidu BK(15) inactif. L’ECA peut aussi
dégrader la des-Arg9-BK en relâchant le tripeptide Ser6-Pro7-Phe8 (Inokuchi and
Nagamatsu, 1981; Oshima et al., 1985). En plus de cette activité kininasique, l’ECA a
un rôle d’angiotensinase puisqu’elle forme l’angiotensine II vasoconstrictive en
clivant le lien His9-Leu’° de l’angiotensine I (Skeggs et al., 1956).
Récemment, une isoforme de l’ECA, appelée l’ECA2 a été mise en évidence. De
structure relativement semblable à celle de I’ECA, elle possède un seul domaine actif
similaire à la portion N-terminale de T’ECA somatique. L’ECA2 est une
glycoprotéine membranaire présente à la surface des cellules endothéliales et
épithéliales. Elle a cependant une distribution tissulaire (testicules, coeur, rein) plus
limitée que l’ECA (Donoghue et al., 2000; Tipnis et al., 2000). L’ECA2 a une activité
catalytique très efficace, mais les substrats qu’elle active sont plus limités. En effet,
l’ECA2 inactive la des-Arg9-BK, mais est dénuée d’activité peptidasique pour la BK.
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4.2 L’aminopeptidase P (APP)
L’aminopeptidase P (X-prolyl aminopeptidase, EC 3.4.11.9) est une peptidase
ubiquitaire catalysant le clivage spécifique du lien peptidique N-terminal de protéine
ayant un résidu proline en deuxième position (Dehm and Nordwig, 1970; Rawlings
and Barrert, 2000; Yaron and Mlynar, 1968). L’APP existe sous deux formes, soit
sous forme cytosolique (APPc), codée par le gène )ŒNFEP2 et située au locus Xq25-
26.1 ou sous forme membranaire (APPm), codée par le gène XPNPEPL et située au
locus 10q25.3. (Sprinkle et al., 2000). Il existe une homologie d’environ 43% entre
ces deux formes d’APP (Cottreli et al., 2000; Venema et al., 1997).
L’APPm est une métallopeptidase à zinc fortement glycosylée ancrée à la surface
de la membrane plasmique des cellules endothéliales et épithéliales par un pont
glycosylphosphatidylinositol (GPI). Ce pont GPI peut être hydrolysé par une
phospholipase C phosphatidylinositol-spécifique (PI_PLC), responsable de son
passage dans la circulation sanguine (Caras and Weddell, 1989; Hooper and Tumer,
1988; Orawski and Simmons, 1995; Simmons and Orawski, 1992).
L’APP joue un rôle important dans le métabolisme de la BK en libérant le résidu
Arg1 et elle transforme ainsi la BK en un métabolite inactif, la BK(29). L’APP est
aussi impliquée dans le métabolisme de la des-Arg9-BK comme principale voie
métabolique produisant le peptide inactif BK(25) (Blais et al., 1999; Decane et al.,
1996; Erdôs and Skidgel, 1997).
4.3 La carboxypeptidase N (CPN)
La carboxypeptidase N (kimnase I, EC 3.4.17.3) est une métallopeptidase à zinc
formée de deux petites sous-unités (MM: 55 kDa chacune) possèdant une activité
enzymatique et de deux grosses sous-unités (MM: 83 kDa chacune) hautement
glycosylées protègeant l’enzyme contre sa dégradation dans la circulation sanguine.
Ces quatre sous-unités sont liées ensemble par des interactions non-covalentes et
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forment une glycoprotéine tétraménque d’environ 280 kDa (Levin et al., 1982;
Oshima et al., 1975; Plummer and Hurwitz, 197$; Skidgel, 198$).
La CPN est produite par le foie et sécrétée directement dans le sang où elle clive
les résidus Arg ou Lys situés à l’extrémité C-terminale des peptides biologiquement
actifs du sang comme la kallidine, les kinines et les fibnnopeptides. La CPN clive
préférentiellement les résidus Lys (Skidgel, 198$) mais, de façon spécifique, elle
clive le résidu Arg C-terminal de la BK pour générer son métabolite actif, la des
Arg9-BK. La CPN peut aussi cliver le résidu Arg C-terminal des anaphylatoxines C3a
et C5a du complément pour ainsi diminuer de façon significative leur activité
biologique. Ces deux peptides (C3a et C5a), générés suite à l’activation de la cascade
du complément, peuvent induire la contraction des muscles lisses, la vasodilatation, le
chimiotactisme des leucocytes et la production d’histamine par les mastocytes
(Skidgel, 1988).
4.4 La dipeptidyl peptidase W (DPNV)
La dipeptidylpeptidase IV (DPP IV/CD26; EC 3.4.14.5) est une prolyl
oligopeptidase de 110 kDa de la famille des sérines protéases. Elle est codée par un
gène d’environ 90 kb situé sur le bras long du chromosome 2 qui possède une région
riche en GC, représentant un site de liaison pour des facteurs de transcription. (Blais
et al., 1999; de Meester et al., 2003; Lambeir et al., 2003). Cette ectoenzyme est
exprimée à la surface apicale de cellules aussi différentes que les cellules
endothéliales formant les vaisseaux sanguins, les cellules alvéolaires et les glandes
séreuses sous-muqueuses des poumons, qu’au niveau de la membrane basale des
podocytes glomérulaires et des microvillosités formant la bordure en brosse du tubule
proximal (Fukasawa et al., 1981; Kenny et al., 1976; Kenny et al., 1977; Kettmann et
al., 1992; Lojda, 1979; Mentzel et al., 1996; van der Velden et al., 1998). En fait, la
protéine DPPIV est exprimée principalement dans le rein et l’intestin grêle, mais elle
est aussi présente dans les poumons, la moelle osseuse, le foie et la rate. (de Meester
et al., 2003; Gorreli et al., 2001; Vanhoof et al., 1992).
C
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Une forme soluble circulante de la DPPIV est aussi présente dans le plasma ainsi
que dans différents liquides biologiques de l’organisme puisque son action est
détectable de façon significative au niveau du plasma.
La DPPIV possède plusieurs fonctions physiologiques. D’une part, par son
activité peptidasique, elle module l’activité de plusieurs peptides. Ainsi, elle inactive
les kinines en scindant les dipeptides situés en N-terminal de polypeptides possédant
un résidu Pro ou Ala en deuxième position. Elle clive préférentiellement les
dipeptides à partir de substrats composés de 30 aa ou moins ou des dipeptides liés à
un composé chrornogénique ou fluorogénique, tel que le p-nitroanilide (p-NA).
(Gorreli et al., 2001; Hildebrandt et al., 2000). Parmi les principaux peptides clivés
par cette enzyme, on retrouve les chimiokines, les neuropeptides (neuropeptide Y), la
substance P (SP) ainsi que certaines hormones peptidiques circulant dans le sang
(Lambeir et al., 2003). La DPPIV joue donc un rôle majeur dans la régulation de
plusieurs processus physiologiques. Elle est considérée comme un marqueur de
pronostique ou de diagnostique dans une variété de tumeurs, de désordres
inflammatoires, immunologiques et d’infections virales. Elle est aussi impliquée dans
l’inflammation ainsi que dans certaines fonctions endocrines tel que le maintien de
l’homéostasie du glucose via sa capacité à inactiver et dégrader le peptide-1
glucagon-like (GLP-1) de l’intestin (Lambeir et al., 2003).
Outre son activité peptidasique, la DPPIV est identique à la glycoprotéine CD26
originairement considérée comme une molécule impliquée dans l’activation des
cellules T et maintenant considérée comme un antigène non linéaire dont l’expression
est régulée par le statut d’activation et de différenciation des cellules immunes. Ceci
explique pourquoi la DPPIV a une activité de co-stimulation sur la prolifération des
granulocytes et des macrophages (Lambeir et al., 2003).
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4.5 L’aminopeptidase N (APN)
L’aminopeptidase N, identique au CD13 (APN, CD13; EC 3.4.11.2), est une
protéase transmembranaire de 150 kDa exprimée dans une grande variété de tissus et
de types cellulaires (leucocytes, fibroblastes, cellules endothéliales et épithéliales)
tout en étant hautement présente dans l’intestin, le placenta et dans la bordure en
brosse du tubule proximal rénal (Antczak et al., 2001; Kehlen et al., 2003; Pileiderer
and Celliers, 1963; Shipp and Look, 1993). C’est une enzyme membranaire composée
de 967 aa et caractérisée par une séquence C-terminale extracellulaire renfermant le
site catalytique, une partie transmembranaire et une courte queue cytoplasmique en
partie N-terminale (Olsen et al., 198$). L’APN est ancrée à la membrane plasmique
via une séquence signal situé en C-terminal du côté extracellulaire (Antczak et al.,
2001). Une forme soluble de l’APN est aussi présente dans le plasma et le sérum,
mais le mécanisme responsable de la relâche de cette enzyme au niveau membranaire
demeure inconnu.
L’APN catalyse l’hydrolyse de résidus d’acides aminés neutres situés en
position N-terminale de différents peptides (Riemann et al., 1999; Shipp and Look,
1993). Les principaux substrats biologiques de cette métallopeptidase sont des
neuropeptides (neurokinine A, endorphines, Met-Lys-BK), des peptides vasoactifs
(kallidine, angiotensine, somatostatines) et des peptides chimiotactiques (Ahmad et
al., 1992; Ahmad et al., 1992; Ahmad and Ward, 1990; Chansel et al., 199$;
Furuhashi et al., 1988; Giros et al., 1986; Lendeckel et al., 1999; Lendeckel et al.,
2000; Llorens-Cortes, 199$; Lucius et al., 1995; Miller et al., 1994; Mizutani et al.,
1987; Montiel et al., 1997; Robertson et al., 1992; Waksman et al., 1984; Wang et al.,
1991; Yamamoto et al., 199$; Zini et al., 1996). L’APN sert aussi de récepteur pour
les coronarovirus (Delmas et al., 1994; Yeager et al., 1992). L’activité de cette
enzyme peut aussi être inhibée par l’amastatine, par un anticorps monoclonal
inhibiteur du site actif (WM-15) et par la présence en concentration élevée, de
leucine, de proline, de L-alanine, de L-arginine, de L-méthionine ainsi que de divers
cations divalents (Lendeckel et al., 2000).
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4.6 Relation entre les peptidase et l’AO
Plusieurs travaux de recherche menés dans notre laboratoire au cours des
dernières années ont permi de contribuer à la compréhension du métabolisme
plasmatique des kinines. En effet, on a rapporté l’implication de 3 peptidases
présentes in vivo et responsables du métabolisme de la 3K, soit la kininase I,
transformant la BK en son métabolite actif, la des-Arg9-BK, la kininase II et
l’endopeptidase neutre inactivant la BK et la des-Arg9-BK (Decarie et al., 1996).
Par la suite, il a été démontré que l’AOA associé à la prise d’iECA était
caractérisé par une dégradation anormale de la des-Arg9-BK et par une faible activité
plasmatique de l’aminopeptidase P (Molinaro et al., 2002). Il a aussi été démontré
lors d’une autre étude menée au sein de notre laboratoire de recherche, que l’on
retrouvait une activité d’APP plus faible chez les patients ayant déjà présenté un
épisode d’AO comparativement à ceux n’en ayant jamais présenté. Ces résultats
suggèrent qu’une faible concentration en APP pourrait être considérée comme un
facteur prédisposant pour le développement d’AOA chez les patients traités aux jECA
(Adam et al., 2002).
Finalement, ce n’est que l’an dernier qu’une forme sécrétée d’APP membranaire
humain a été synthétisée et caractérisée pour la première fois dans notre laboratoire
(Molinaro et al., 2005).
5. Les récepteurs des kinines
Les effets pharmacologiques des kinines résultent de l’activation de deux types
de récepteurs couplés aux protéines G (GŒq/ll et Gai) soit: le récepteur B1 (B1R) et
le récepteur B2 (B2R) (Drouin et al., 1979; Drouin et al., 1979; Marceau et al., 1998;
Regoli et al., 1977; Regoli et al., 1978). L’utilisation d’agonistes et d’antagonistes
peptidiques a permis de définir le profil pharmacologiques de chacun de ces deux
récepteurs spécifiques aux kinines (Marceau et al., 1998; Regoli and Barabe, 1980;
Regoli et al., 1977; Vavrek and Stewart, 1985).
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5.1 Propriétés communes aux récepteurs B1 et B2
5.1.1 Au niveau génique
Les gènes codant pour les récepteurs B1 et B2 sont localisés en tandem sur le
même locus du chromosome 14 (14q32.1-q32.2) où ils ne sont séparés que par 20 000
paires de base (Bachvarov et al., 199$; Chai et al., 1996; Ma et al., 1994).
L’homologie entre la séquence d’acides aminés du récepteur B1 et celle du récepteur
B2 dépend de l’espèce animale et n’est que de 36% chez l’homme (fredriksson et al.,
2003; Leeb-Lundberg et al., 2005).
Le gène (BDKRBJ) codant pour le B1R chez l’humain possède une structure
composée exclusivement de trois exons (Bachvarov et al., 1996; Yang and Polgar,
1996). Il est composé de 353 aa et possède trois sites consensus de glycosylation
dans son domaine extracellulaire, les motifs DRY (Asp-Arg-Tyr) et NPXXY (Asn
Pro-XX-Tyr) ainsi qu’un site de phosphoiylation et d’acylation (Gabra et al., 2003).
Chez l’humain, la protéine B2R, codée par le gène BDKRB2, est composée de
364 aa. La structure de B2R, similaire à celle du B1R, est formée d’une chaîne simple
polypeptidique à sept passages transmembranaires, d’un domaine N-terminal
extracellulaire et d’un domaine C-terminal intracellulaire (Gabra et al., 2003). De
plus, la structure de ce second sous-type de récepteur est également composée de trois
sites consensus de glycosylation au niveau extracellulaire ainsi que des motifs DRY
et NPXXY dans son domaine cytosolique (Fredriksson et al., 2003; Moreau et al.,
2005). La particularité du B2R est la présence de sites putatifs de phosphoiylation et
d’acylation au niveau de sa queue C-terminale, contenant des résidus sérine et
thréonine (Leeb-Lundberg et al., 2005).
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5.1.2 Seconds messagers
Selon le type cellulaire, les récepteurs des kinines transmettent leur réponse au
niveau intracellulaire en activant différentes voies de signalisation, lesquelles utilisant
plusieurs seconds messagers.
La famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), comprend plus d’un
millier de membres qui peuvent être activés par une très grande variété de messagers
chimiques. Les RCPG sont constitués par une seule chaîne polypeptidique
comportant sept régions hydrophobes transmembranaires, associée à un groupe
hétéro-trimérique de protéines intracellulaires soit: les protéines G. Ces protéines G
sont constituées d’une sous-unité a liée au GDP, et de deux sous-unités et y
indissociables. Elles sont fixées à la membrane plasmique par une ancre lipidique
(Milligan and Grassie, 1997).
Lorsqu’ils sont activés par leur ligand, les RCPG catalysent l’échange du GDP par
du GTP ; les protéines a d’une part, et y d’autre part, deviennent alors capables de
moduler l’activité de différents effecteurs intracellulaires : enzymes, canaux et
échangeurs ioniques (Bockaert and Pin, 1999). Il existe différents types de protéines
G pouvant être liées au récepteur. Parmi ceux-ci, on retrouve la protéine Gaq, la Gai,
la Ga et la Ga12113. Le signal émit par le récepteur peut donc être inhibiteur ou
activateur selon le type de protéine à laquelle le récepteur est couplé. En effet, le B2R
n’implique pas l’activation de la protéine GŒq, mais interagit avec d’autres types de
protéine G incluant la Gaj, la Ga et la Ga12113 (Ewald et al., 1989; Gohia et al., 1999;
Gutowski et al., 1991; Joncs et al., 1995; Liebmann et al., 1996; Linder et al., 1990;
Wilk-Balszaczak et al., 1994).
La liaison de B1R et de B2R à leurs agonistes provoque l’activation de la
phospholipase C qui induit la libération des seconds messagers inositol 1,4,5-
tnphosphate (1P3) et diacylglycérol (DAG) (Yusuf et al.) (Moreau et al., 2005). L’1P3
est responsable de la libération biphasique de calcium intracellulaire soit par le
réticulum endoplasmique et l’activation des canaux calciques (Leeb-Lundberg et al.,
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2005; Marceau, 2005; Yusuf et al., 2000). Le Ca2 ainsi libéré active la NO-synthase
endothéliale, initiant la formation de NO. Le NO diffuse à l’extérieur des cellules et
stimule la guanylate cyclase sur les cellules musculaires lisses (CML). La guanylate
cyclase produit du GMPc qui stimule la relaxation des CML ayant comme effet la
dilatation des vaisseaux (Busse and Fleming, 1996; Leeb-Lundberg et al., 2005;
Marceau, 2005). De son côté, le DAG active la protéine kinase C responsable de
l’activation des MAPK. La MÀPK activée, tout comme l’accumulation de Ca2 par
l’1P3, stimule la phospholipase A2. La phospholipase A2 engendre la libération de
l’acide arachidomque à partir des phospholipides membranaires métabolisés en
eicosanoïdes les prostaglandines E2 et 12 et les leucotriènes (Leeb-Lundberg et al.,
2005). Les prostaglandines ainsi formées activent, via leur récepteur, les adénylates
cyclases membranaires afin de produire l’AMPc. L’accumulation d’AMPc dans les
CI\4L entraîne aussi une relaxation vasculaire. L ‘activation du B2R, en conduisant à la
phosphorylation des MÀPK, peut aussi promouvoir la phosphoiylation de la PLC et
du Hsp9O pour ainsi intervenir dans le contrôle de la production de NO via la NO
synthase (Fleming et al., 1995; Fleming et al., 1996; Harris et al., 2000; Ju et al.,
2000; Marrero et al., 1999).
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5.1.3 Propriétés pharmacologiques
La localisation des récepteurs des kinines au niveau de différents tissus et types
cellulaires, entres autres dans le système cardiovasculaire ainsi que le tractus urinaire
et intestinal est responsable de la variation de leurs activités pharmacologiques. La
réponse associée à leur stimulation via les kinines est la cause de plusieurs processus
biologiques comme la vasodilatation, l’augmentation de la perméabilité vasculaire, la
stimulation des fibres nociceptives ainsi que la contraction des fibres musculaires
lisses (Leeb-Lundberg et al., 2005; Regoli and Barabe, 1980). Les récepteurs B2 et B
des kinines seraient impliqués respectivement dans la phase aiguê et chronique de la
douleur et de la réponse inflammatoire.
L’activation du récepteur B2 est en partie à l’origine des effets bénéfiques des
jECA utilisés dans le traitement des maladies cardiovasculaires. En fait, le rôle
Figure 6. Les récepteurs des kinines et leurs voies de signalisation (Moreau
et al., 2005).
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bénéfique des kinines dans les effets cardioprotecteurs et antihypertenseurs des iECA
ainsi que leur utilisation dans le traitement d’autres maladies incluant le diabète est
bien documenté. L’implication du B2R se situe dans la plupart des signes cardinaux
de l’inflammation dont l’augmentation de la perméabilité vasculaire, la dilatation
artérielle, l’oedème, la douleur et la libération de médiateurs proinflammatoires
comme les prostaglandines (Marceau, 1995).
Le récepteur B1 participe, quant à lui, à la phase chronique de ces récepteurs et
semble jouer un rôle stratégique dans les maladies inflammatoires ayant une forte
composante immune telle que l’arthrite rhumatoïde, la sclérose en plaques, le choc
septique ou le diabète (Couture et al., 2001).
5.2 Particularités du récepteur B1 (B1R)
Le récepteur B1 est exprimé dans divers types cellulaires incluant les fibroblastes,
les cellules mésangiales, les cellules endothéliales (au niveau de l’artère pulmonaire
et de l’aorte), les macrophages, les cellules musculaires lisses et les ostéoblastes
(Bhoola et al., 1992; Couture et al., 2001). Ce récepteur est principalement activé par
les métabolites actifs des kinines soit la des-Arg9-BK et la des-Arg’°-KD (Marceau et
al., 199$).
Le B1R est un récepteur inductible puisqu’il n’est généralement pas présent dans
les tissus sains. Son expression est induite en présence de cytokines, principalement
l’interleukine-1, l’interleukine-6 et le facteur de nécrose tumorale (IL- 1, Il-6 et
TNF-cL), d’endotoxines ou suite à un traumatisme comme une lésion tissulaire
(Bouthillier et al., 1987; deBlois et al., 198$; deBlois et al., 1989; Levesque et al.,
1995). L’induction du B1R par les cytokines est contrôlée par la voie des MAPK (p38
et JNK) ainsi que via le facteur de transcription nucléaire-KB (Campos et al., 199$;
Ganju et al., 2001; Larrivee et al., 1998; Leeb-Lundberg et al., 2005; Medeiros et al.,
2004). En plus, de récentes études avancent l’hypothèse que l’activation du récepteur
constitutif B2 induirait l’expression du récepteur B1. En effet, suite à l’activation du
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B2R, de nombreuses cytokines proinflammatoires sont libérées au site lésé, pouvant
ainsi mener à l’induction de l’expression du B1R (McLean et al., 2000). Cette
hypothèse proposant l’induction du récepteur B1 par le récepteur B2 demeure tout de
même controversée dans la lifflérature. Une autre étude portant sur les effets d’un
traitement chronique aux iECA chez le rat et sur l’expression fonctionnelle du B 1R et
du B2R, responsable des effets biologiques des kinines, a rapporté une première
évidence reliant ces deux phénomènes. En effet, l’administration d’un traitement
chronique aux iECA chez des rats et des souris souffrant d’hypertension a mené à une
augmentation de la concentration de BK et de l’expression du récepteur B1 au niveau
rénal et vasculaire (Marin-Castano et al., 2002). Une étude a aussi été effectuée chez
le cochon afin de vérifier la présence ainsi que la variation de l’expression, au niveau
des tissus orophaiyngiens, des récepteurs des kinines (B1R et B2R) et de différentes
métallopeptidases responsables du métabolisme des kinines, suite à un traitement aux
iECA. Les résultats de cette étude ont démontré que l’expression génique des
récepteurs B1 et B2 des kinines ainsi que la concentration de BK sont augmentées au
niveau des tissus oropharyngiens suite à un traitement de 7 jours aux iECA chez les
animaux (Moreau et al., 2005). Les résultats de ces deux études nous permettent donc
de constater que le traitement aux iECA, accompagné d’une augmentation de la
concentration de BK, entraîne une augmentation de l’expression génique du récepteur
B1.
Le B1R n’est pas propice à une désensibilisation, un mécanisme d’adaptation du
récepteur caractérisé par une réduction du nombre et/ou de l’efficacité des récepteurs
et par une réduction de leur affinité pour un agoniste (Blaukat et al., 1999).
L’incapacité de ce sous-type de récepteur à se désensibiliser peut être expliqué par le
fait que le B 1R ne peut pas être phosphoiylé ni intemalisé suite à une stimulation via
un de ses agonistes spécifiques et ce, causé par l’absence d’une séquence spécifique
située à l’extrémité C-terminale du domaine cytoplasmique du récepteur et qui serait
aussi responsable de l’intemalisation et de la séquestration du récepteur B2 (faussner
et al., 1996). L’absence de désensibilisation du récepteur B1 en présence de son
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agoniste entraîne des réponses persistantes et des effets biologiques prolongés lors de
la liaison de ligands.
5.2.1 Agonistes et antagonistes
Durant les deux dernières décennies, plusieurs études ont porté sur le
développement d’agonistes et d’antagonistes spécifiques aux récepteurs des kinines
afin de mieux définir ces deux sous-types, B1R et B2R (Stewart, 1995). La
particularité structurale des agonistes de haute affinité pour le récepteur se base sur
l’absence du résidu Arg situé à l’extrémité C-terminale. Cette particularité est
présente au niveau de la structure de la des-Arg9-BK, de la des-Arg’°-KD, de la Sar
[D-Phe8J-des-Arg9-BK et de la Tyr-Gly-Lys-Aca-Lys-des-Arg9-BK, ayant aussi une
haute affinité pour le B1R.
La première séquence prototype d’antagoniste du B1R a été définie par Regoli et
ses collaborateurs comme étant [Leu8] des-Arg9-BK (Regoli et al., 1977). En contre
partie, suite à des études chez diverses espèces animales (rat, souris et cochon
d’Inde), ce prototype ne s’est pas montré actif dans différents essais biologiques pré
établis tels que la production d’hypotension in vivo ou alors la contraction de l’utérus
de rat ou de l’iléum de cochon d’Inde in vitro (Regoli and Barabe, 1980). Plusieurs
antagonistes de potentiel variable ont été synthétisés suite à la substitution du résidu
Phe8, dans la séquence originale de la des-Arg9-BK, par un résidu aliphatique ou par
une chaîne hydrocarbonée saturée (Regoli and Barabe, 1980). L’ajout d’un résidu Lys
à l’extrémité N-terminale de ce prototype de base permet aussi la formation de
l’antagoniste naturel optimal du B1R, soit le Lys- [Leu8] des-Arg9-BK, en lui
permettant d’acquérir une affinité très forte pour ce sous-type de récepteur chez
l’humain, le lapin ainsi que d’autres espèces excluant le rat (Marceau et al., 1998).
Des modifications de ce nouveau prototype de haute affinité pour le B 1R ont aussi été
effectuées afin d’améliorer la stabilité et la sélectivité des antagonistes du B1R, pour
ainsi permettre l’investigation et l’application thérapeutique de ce dernier (Marceau et
al., 1998). Plusieurs antagonistes non-peptidiques ont aussi été étudiés dans les
2$
dernières années en utilisant des modèles d’inflammation et de douleur, sans toutefois
apporter les résultats escomptés. Ils sont d’ailleurs toujours en développement. Les
principaux antagonistes du B 1R sont inscrits dans le tableau récapitulatif présenté ci-
dessous (Tableau I).
Antagonistes des récepteurs B1 et B2
Antagonistes B1 B2 Références
1e [Leu8] des-Arg9-BK [D-Phe7]-BK (Regoli et al., 1977)
génération Lys- [Leu8] des- [Thi5’8, D-Phe7J-BK (Marceau et al., 1998)
Arg9-BK (Vavrek et Stewart, 1985)
2e génération Des-Arg10-ROE 140 D-Arg [Hyp3, Thi5, D- (Rhaleb et al., 1992)
D-Arg- [Hyp3. Igl5, Tic7, Oic8]-BK (Burkard et al., 1996)
D-1g17, Oic8] -3K NPC-17731: (Rock et al., 1991)
R-715 : D-Arg-Arg-Pro-Hyp- (Gobeil et al., 1996)
Ac-Lys-Arg-Pro- Gly-Phe-Ser-Y-Oic- (Gobeil et al., 1996)
Gly-Phe-Ser- 13D- Arg (Larrivee et al., 2000)
Nal-Ile Hoe 140 (Icatibant): (Marceau et al., 199$)
B-9958: D-Arg-Arg-Pro-Hyp- (Lembeck et al., 1991)
Lys-Lys-Arg-Pro- Gly-Thi-Ser-Tic-Oic
Ryp-Gly-CpG-Ser- Arg
D-Tic-CpG
3C génération Composés non- Composés non- (Salvino et al., 1993),
peptidiques: peptidiques: (Regoli et al., 199$)
- Compound 11 - WIN64338 (Altamura et al., 1999)
-SSR240612 -W1N62318 (Suetal., 2003)
- Compound 12 (Gougat et al., 2004)
(Ritchie et al., 2004)
Tableau I. Les différents antagonistes du B1R et du B2.
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5.3 Particularités du récepteur B2 (B2R)
Le B2R est un récepteur constitutif responsable de la plupart des réponses
pharmacologiques des kinines observées lors des processus inflammatoires et
nociceptifs, mais également des effets vasoactifs attribués à la BK. La distribution de
ce récepteur est ubiquitaire : il a été identifié sur les cellules endothéliales, les
fibroblastes, les cellules mésangiales et épithéliales, les neutrophiles polynucléaires,
les cellules musculaires lisses, les astrocytes et certains neurones (Bhoola et al., 1992;
Couture et al., 2001).
Le B2R est activé préférentiellement par la BK et la KD et subira une
désensibilisation induite par la liaison de son agoniste spécifique impliquant une
phosphorylation des résidus Ser et Tyr, situés à son extrémité C-terminale (Leeb
Lundberg et al., 2005). Une intemalisation du récepteur suivra la désensibilisation via
l’association transitoire, favorisée par la BK, la protéines Ga avec les cavéoles (de
Weerd and Leeb-Lundberg, 1997). En effet, suite à son activation par la BK, le B2R
ainsi que la sous-unité a de la protéine G qui lui est associée subissent une
intemalisation (Austin et al., 1997; de Weerd and Leeb-Lundberg, 1997). La présence
d’un résidu Cys324 dans la partie cytoplasmique C-terminale du B2R serait en grande
partie responsable de l’intemalisation et de la séquestration du récepteur contrôlée par
son ligand (faussner et al., 1996; Moreau et al., 2005). Une étude réalisée par Prado
et ses collaborateurs a elle aussi confirmé l’importance de la partie cytoplasmique C-
terminale du B2R dans l’intemalisation du récepteur (Prado et al., 1997).
53.1 Agonistes et antagonistes
Plusieurs agonistes et antagonistes sélectifs du récepteur B2, de nature peptidique
ou non, ont été développés (Leeb-Lundberg et al., 2005). Les principaux agonistes
ayant une grande affinité pour le récepteur B2 sont les kinines présentes sous forme
native dans l’organisme, incluant la BK, la KD et la Met-Lys-BK. En effet, la KD a
une affinité significativement élevée pour le récepteur B2 de l’humain et du lapin,
mais moindre pour le B2R de souris.
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La première génération d’antagonistes aux B2R était basée sur la structure
suivante: [D-Phe7]-BK mais, après de plus amples études sur ce prototype, son
potentiel se démontra plutôt faible (Vavrek and Stewart, 1985). Une deuxième
génération d’antagonistes aux B2R, dont le HOE 140 (icatibant), ayant une durée
d’action d’environ quatre heures dans les modèles animaux, fut donc découverte via
l’introduction d’un résidu d’acide aminé non-naturel à la séquence de base de ce
prototype afin de remédier au problème (Hock et al., 1991). Ce n’est que quelques
années plus tard qu’une troisième génération d’antagonistes aux récepteurs B2 des
kinines, disponibles oralement, étant plus lipophile et ayant un poids moléculaire
moins élevé, a été mise au point (voir Tableau I).
III. La substance P
1. Définition
La substance P est un peptide de 11 aa qui appartient à la famille des
tachykinines. On retrouve ce neuropeptide surtout au niveau du système nerveux
central et périphérique, où il agit comme un neurotransmetteur et un neuromodulateur
(Maggi et al., 1993; Otsuka and Yoshioka, 1993). Les tachykinines regroupent en fait
cinq peptides; la substance P (SP), la neurokinine A (Nk A), la neurokinine B (Nk B),
le neuropeptide K et le neuropeptide y (O’Connor et al., 2004). Leurs séquences dan
sont représentées au tableau II.
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Neuropeptides Séquences d’acides aminés
SP Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-GIy-Leu-Met-NH2
Nk A Asp-Ala-Gly-His-Gly-Gln-Ile-Ser-His-Lys-Arg-His-Lys-Thr-Asp
Ser-Phe-Val- Gly-Leu-Met-NH2
Nk B Asp-Met-His-Asp-Phe-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2
Neuropeptide y Tyr-Pro-Ser-Lys-Pro-Asp-Asn-Pro-Gly-Glu-Asp-Ala-Pro-Ala
Glu-Asp-Leu-Ala-Arg-Tyr-Tyr-Ser-Ala-Leu-Arg-His-Tyr-Ile
Asn-Leu-Ile-Thr-Arg-Gln-Arg-Tyr-NH2
Neuropeptide K Asp-Ala-Asp-$er-Ser-Ile-Glu-Lys-Gln-Val-Ala-Leu-Leu-Lys-Ala
Leu-Tyr-Gly-His-Gly-Gln-Tle-Ser-His-Lys-Arg-His-Lys-Thr-Asp
Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2
Tableau II. Séquence des cinq peptides constituant la famille des tachykinines
La SP fut découverte en 1931 par von Euler et ses collaborateurs. Ils rapportèrent
que des extraits de cerveau et d’intestin de cheval contenaient une substance
hypotensive et spasmogénique capable de stimuler les muscles lisses et d’abaisser la
pression sanguine (Euler and Gaddum, 1931). La SP a été identifiée comme une
tachykinine par Chang et Leeman puisqu’elle induit une réponse contractile du
muscle lisse et elle a été isolée ainsi que caractérisée pour la première fois en 1970-
1971 à partir d’un tissu hypothalamique bovin (Chang and Leeman, 1970; Chang et
al., 1971). Ce neuropeptide est impliqué dans un grand nombre de processus
biologiques (Ho and Douglas, 2004). La SP est reconnue comme étant le principal
médiateur de l’inflammation neurogénique puisqu’elle induit la synthèse de cytokines
proinflammatoires par les macrophages, les eosinophiles, les lymphocytes, les
cellules dendritiques, les astrocytes et les cellules de la microglie (Bost et al., 1992;
Bost and Pascual, 1992; Joos et al., 2000; Killingsworth et al., 1997; Weinstock et al.,
1988).
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2. Synthèse
La SP est synthétisée au niveau des ganglions dorsaux et se retrouve
principalement dans la partie non myélinisée des fibres C. Elle est aussi fréquemment
synthétisée dans les cellules de type B via les ganglions dorsaux, pour ensuite être
transportée au niveau central et périphérique (Goto and Tanaka, 2002). La SP agit via
sa liaison à un récepteur couplé aux protéines G endogène de haute affinité appelé
NK-1R (Ho and Douglas, 2004).
3. Recepteurs et activités pharmacologiques
Il existe trois types de récepteurs des tachykinines, le NK-1R, le NK-2R et le
NK-3R (Gerard et al., 1990; Takahashi et al., 1992; Takeda et al., 1991). Ce sont des
glycoprotéines à sept passages transmembranaires et ils font aussi partie de la grande
famille des récepteurs couplés à une protéine G (Hershey and Krause, 1990;
O’Connor et al., 2004). Le NK-1R est activé préférentiellement par la SP alors que le
NK-2R et le NK-3R le sont respectivement par la Nk A et la Nk B (Cascien et al.,
1992; Nakanishi, 1991).
La distribution de ces trois récepteurs au niveau du système nerveux central
(SNC) et des tissus périphériques diffère énormément. En effet, le NK-1R est exprimé
au niveau du SNC ainsi que dans les tissus périphériques (tissus osseux, cellules
intestinales, cellules myoïdes, cellules du système immunitaire, lymphocytes,
monocytes/macrophages et cellules de la microglie), le NK-2R se retrouve
principalement dans les tissus périphériques (partie interne du muscle circulaire) et le
NK-3R est exprimé faiblement au niveau du tractus gastro-intestinal et fortement
dans le SNC (O’Connor et al., 2004).
Le NK-1R humain est composé de 407 résidus d’acides aminés (Mlvi: 46 kDa)
(Gerard et al., 1990; Hopkins et al., 1991). Les deuxième et troisième domaines
membranaires de ce dernier sont impliqués dans la liaison à un agoniste ou à un
antagoniste, la troisième boucle cytoplasmique est responsable de l’interaction avec la
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protéine G et la partie C-terminale cytoplasmique contient des résidus Ser et Thr qui
causent la désensibilisation du récepteur une fois qu’il est phosphoiylé (O’Connor et
al., 2004). Le NK-1R a une large distribution et il est présent dans plusieurs cellules
du système immunitaire et de la microglie (Ho et al., 1997; Lucey et al., 1994; Payan
et al., 1984; Shanahan et al., 1985; Stanisz et al., 1987; Wozniak et al., 1989). Ce
récepteur spécifique à la SP est aussi exprimé par les cellules dendritiques et il a été
démontré que les NK-1R présents dans les cellules immunitaires sont similaires, voir
même identiques, à ceux exprimés par les neurones (Bost and Pascual, 1992; Marriott
and Bost, 2001; McGillis et al., 1990). La liaison de la SP au NK-1R induit une
endocytose et une intemalisation du récepteur, contribuant ainsi à désensibiliser les
cellules au signal de la SP. Cette liaison de la SP à son récepteur de haute affinité
amène aussi l’hydrolyse du phosphoinositol en W3 et en DAG via une phospholipase
C (OConnor et al., 2004). Cette cascade crée ainsi la mobilisation du calcium
provenant du réticulum et active la voie des MÀPK.
La S? est impliquée dans la transmission nociceptive (de la douleur) se
propageant de la périphérie vers le système nerveux central et ce, en association avec
d’autres peptides (Otsuka and Yoshioka, 1993). Elle a aussi un rôle établi dans
l’immunité ainsi que dans le déclenchement de réactions inflammatoires. En effet, la
SP induit la dégranulation des mastocytes permettant la relâche d’histamine,
l’activation des nerfs sensitifs et la relâche de médiateurs inflammatoires, pour ainsi
augmenter la perméabilité vasculaire (Pemow, 1983). La SP joue aussi un rôle de
peptide proinflammatoire dans l’organisme en induisant la sécrétion de différents
médiateurs tels que l’IL-1f3, l’IL-6, l’IL-8, l’IL-lO, l’IL-12 et le TNf-a (folks et al.,
1987; folks et al., 1988; Ho et al., 1996; Kincy-Cain and Bost, 1997). La SP est aussi
associée à plusieurs fonctions intestinales incluant la motilité, la perméabilité des
muqueuses et la sécrétion acide (HC1) (Lordal et al., 1996; Pemow, 1983). Elle assure
ces différentes fonctions du système digestif suite à sa fixation au récepteur de haute
affinité, le NK-1R, exprimé dans la plupart des cellules intestinales. La SP, une fois
liée au NK-1R, joue aussi un rôle important dans la physiopathologie des
inflammations intestinales (OConnor et al., 2004).
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Figure 7. La famille des tachykinines, le produit de deux gènes. PPT-A; pré
pro-tachykinine A, PPT-B; pré-pro-tachykinine B (Ho and Douglas,
2004).
4. Rôle physiopathologique
La SP et la neurokinine A sont libérées à partir des terminaisons nerveuses des
fibres C et jouent un rôle important dans la physiopathologie des maladies
respiratoires (Moreaux et al., 2000). En effet, il a été démontré dans diverses études
que ces deux peptides participent à la régulation tonique des muscles lisses qui
composent les voies respiratoires, à la sécrétion du mucus, à l’extravasation des
protéines plasmatiques ainsi qu’à la migration cellulaire et la neurotransmission
cholinergique (Advenier et al., 1997; Bames et al., 1991; Ellis and Undem, 1994;
Lagente and Advenier, 1998; Lundberg, 1996; Maggi, 1993; Maggi et al., 1993). La
SP peut aussi induire la toux et conduire à une bronchoconstriction, suite à la
stimulation des fibres C par différentes substances incluant l’acide citrique et la
capsaicine.
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5. Métabolisme
La SP est inactivée et dégradée dans la circulation sanguine principalement par
trois enzymes soient l’EPN, la DPPIV et l’ECA (Joos et al., 2000). Le métabolisme
de la SP intravasculaire est principalement contrôlé par l’EPN et 1’ECA (Shore et al.,
1988). En effet, ces deux peptidases sont très actives au niveau des poumons, elles
sont impliquées dans le processus inflammatoire des voies respiratoires et diffèrent
dans leur localisation (Nadel, 1994; Patchett and Cordes, 1985). L’ECA est
principalement localisée sur les cellules endothéliales contrairement à FEPN qui est
plutôt retrouvée au niveau des cellules épithéliales (Nadel, 1994).
L’EPN est responsable de maintenir, dans des conditions basales, les taux de SP
dans les liquides extracellulaires. L’EPN a été localisée dans les poumons de
différentes espèces animales et elle est aussi présente dans les cellules alvéolaires de
type II, les neutrophiles, les nerfs, les veinules post-capillaires et les cellules basales
de l’épithélium (Nadel and Borson, 1991; O’Connor et al., 2004). L’EPN clive la SP
aux liens peptidiques Gln6-Phe7, Phe7-Phe8 et G1y9-Leu’° et libère le dipeptide Leu’°
Met10-NH2 (Skidgel and Erdos, 2004). Une variété d’irritants environnementaux tels
que le toluène, la fumée de cigarette et certains pathogènes (virus de l’influenza)
peuvent diminuer la concentration d’EPN et donc contribuer à accroître la réponse
des voies respiratoires à différentes tachykinines (SP et neurokinine A), contrairement
à la présence de glucocorticoïdes qui provoque une augmentation de la synthèse
d’EPN. (Borson, 1991; Nadel, 1991; Piedimonte et al., 1990).
La DPPIV module l’inflammation neurogénique en modifiant les taux de SP et
elle agit en clivant les deux dipeptides situés en position N-terminale de la molécule.
Le clivage de la SP par cette enzyme induit la formation de deux fragments de la SP
soient: le fragment SP(311) et SP(511) (Ahmad et al., 1992). Les peptides restants suite
à ce clivage demeurent actifs comme transmetteurs pour les nerfs sensitifs, mais ils
perdent leur forte affinité ainsi que leur spécificité pour leur récepteur respectif tout
en perdant aussi leur capacité à stimuler la relâche d’histamine via les mastocytes (De
Meester et al., 1999).
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L’ECA a un rôle important dans la dégradation de la S? puisqu’elle induit
principalement la relâche d’un dipeptide (Leu-Met- NH2) ou d’un tripeptide (Gly
Leu-Met-NH2) placé en C-terminal à partir de la S? (Cascien et al., 1992; Skidgel
and Erdos, 2004; Yokosawa et al., 1983). L’hydrolyse de la SP par 1’ECA est chlore
(C1) dépendante et provoque le clivage de la SP aux liens peptidiques Phe8-Gly9 et
Gly9-Leu1° (Skidgel and Erdos, 2004). Cette enzyme provoque la libération d’un
tnpeptide préférentiellement à partir de la SP ester méthylée et uniquement d’un
dipeptide à partir de la SP sous forme d’acide libre et ce, dans un ratio d’environ 4 1
(Skidgel and Erdos, 2004).
Kininase I
figure 8. Le métabolisme de la substance P en relation avec celui de la BK.
6. Relation avec les kinines
L’exposition des voies respiratoires à des solutions acides stimule en fait les
terminaisons nerveuses et les neurones sensibles à la capsaicine, causant ainsi
différentes réponses respiratoires (Ricciardolo, 2001). En effet, la capsaicine est un
stimuli très fort de la toux causant aussi la bronchoconstnction et agissant au niveau
des tenninaisons nerveuses pour induire la libération de la SP et des tachykinines via
Substance P Arg1-Pro2-Lys3-ri -G1n6-Phe7-Phe8-G1y9- Leu1 °-Met’ 1 -N H2
rA
Br1adykïn in Arg1-Pro2-Pro3-G1y4-Phe5-Ser6-Pro7-Phe8-Arg9-NH2
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l’activation du B2R de la BK. La BK agit ensuite directement sur les fibres C et
indirectement sur la relâche de prostaglandines ayant eux aussi des propriétés
favorisant le développement de la toux (Semple, 1995). Il a aussi été démontré dans
une étude effectuée sur le cochon d’Inde, que l’implication du NK-2R et du NK-IR
dans la bronchoconstnon induite par l’acide citrique était médiée par la libération de
la BK endogène. En fait, la 3K et les tachykinines libérées suite à l’acidification des
voies respiratoires peuvent aussi moduler la bronchoconstriction induite par l’acide
citrique via leur habilité â produire la libération subséquente de NO
bronchoprotecteur par les cellules endothéliales. La bronchoconstnction induite
principalement par la stimulation des NK-2R serait donc contrecarrée par la libération
de NO suite à l’activation du B2R et du NK-1R de l’épithélium respiratoire (Semple,
1995) (figure 9).
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Figure 9. Vasodilatation et bronchoconstriction activée par des protons.
L’augmentation de la concentration de protons dans les voies
respiratoires provoque la libération de tachykinines (SP et NKA) via
l’activation directe du récepteur/canal sensible à la capsaicine ou par la
formation de BK. L’activation des B2R (B2) et NK-1R tNK1)
épithéliaux provoque la libération de NO via la NOS constitutive et
conduit à une bronchodilatation (Ricciardolo, 2001).
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IV But du travail
Notre travail de maîtrise vise à mieux comprendre la physiopathologie de différents
types d’AO. Pour ce faire, nous nous sommes fixé trois objectifs principaux.
1) Dans un premier temps, nous étudierons le métabolisme des kinines exogènes
dans le plasma de patients atteints d’AOA de nature idiopathique. Pour ce faire, nous
définirons la demi vie de dégradation de la BK et de la des-Arg9-BK en utilisant une
méthode mise au point précédemment (Cyr et al., 2001; Decarie et al., 1994;
Raymond et al., 1995). Nous documenterons également l’activité enzymatique des
métallopeptidases (ECA, CPN, APP) responsables de leur catabolisme (Cuchacovich
et al., 2002; Cyr et al., 2001; Cyr et al., 2001; Lendeckel et al., 1996; Molinaro et al.,
2005).
Chez ces mêmes patients, nous doserons pour la première fois la SP dans les urines
recueillies dans le décours d’un épisode d’AO et nous comparerons les concentrations
de SP retrouvées avec celles d’un groupe témoin.
2) Dans un deuxième temps, nous documenterons en parallèle et, pour la première
fois, le métabolisme des kinines et celui de la substance P dans le plasma de patients
américains hypertendus ayant présenté un épisode d’AOA associé au traitement par
jECA. Dans ce cas, nous doserons l’activité des peptidases communes au
métabolisme de ces deux classes de peptides et en particulier celle de la DPPIV.
3) Enfin, en utilisant une approche plus moléculaire, nous poursuivrons l’étude de
la régulation du récepteur B1 in vivo chez le lapin et in vitro dans un modèle de
fibroblastes en culture.
40
L’ensemble des protocoles expérimentaux utilisés dans ce mémoire ont été
approuvés par les comités d’éthique de l’Université de Grenoble, de Vanderbilt, de
Lavai et de Montréal.
Les échantillons de plasma et d’urine ont été obtenus après un consentement
libre et éclairé des patients ou des témoins.
V Méthodologie
Objectif 1
Étude du métabolisme des kinines exogènes dans le plasma de patients atteints
d’AOA de nature idiopathique.
1. Échantillons de plasma
Les échantillons de plasma obtenus chez 16 patients atteints d’AOA idiopathique
nous ont été fournis de manière anonyme par le Dr. Christian Drouet du CHU de
Grenoble. Cinq mL de sang ont été prélevés par ponction veineuse de l’avant-bras et
recueillis dans des tubes contenant 0,5 mL de citrate de sodium (0,1 mol/L). Après
centrifugation (22°C, 15 minutes, 2500xg), le plasma a été décanté et conservé à —
80°C dans des tubes de polypropylène jusqu’au moment des investigations
biochimiques.
Les échantillons formant le groupe témoin ont été définis et analysés
précédemment dans notre laboratoire (Cyr et al., 2001).
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2. Définition de la demi-vie de dégradation de la BK et de la des
Arg9-BK
2.1 Procédure d’incubation
Le plasma (495 tL) est incubé à 37°C sous agitation avec 5 tL de BK exogène
(Peninsula Laboratories, Belmont, CA, USA) à une concentration finale de 4$ tM.
Des aliquots de 50 tL de plasma sont prélevés à différents temps d’incubation, soit 0,
40, 60, 120, 180, 300, 420, 540, 720 secondes. La réaction est arrêtée avec l’ajout de
2 mL d’éthanol anhydre froid à une concentration finale de 80% v/v. Les échantillons
sont ensuite centrifugés (à 4°C, 15 minutes, 1750xg) afin d’assurer la précipitation
complète des protéines, dont les kininogènes. Le surnageant éthanolique est ensuite
évaporé à sec dans le Speed Vac (Thenno Savant, Holbrook, NY). Les culots sont
conservés à —20°C jusqu’au moment du dosage des kinines (Cyr et al., 2001).
2.2 Quantification de la BK et de la des-Arg9-BK
Les culots des extraits éthanoliques évaporés sont remis en solution dans 300 tL
de tampon d’incubation (Tris-HC1 50 mM, NaCl 100 mM, Tween 20 0,05% v/v, pH
7,4) (f isher Scientific, Montréal, QC, Canada). Pour effectuer le dosage des kinines,
des IgGs polyclonales de lapin dirigées contre la partie C-terminale de la BK ou de la
des-Arg9-BK (Peninsula Laboratories, Belmont, CA, USA) ainsi qu’un traceur couplé
à la digoxigenin-3-0-methylcarboxyl-r-aminocaproic-acid-N-hydroxysuccinide (DIG
OSu, Fisher Scientific, Montréal, QC, Canada) sont utilisés (Cyr et al., 2001; Decarie
et al., 1994; Raymond et al., 1995). Des plaques de 96 puits (demi-surface) sont
recouvertes d’IgGs anti-BK ou anti-des-Arg9-BK (100 ng/puits dans un volume de 50
FIL) dans un tampon de fixation (bicarbonate 100 mM, pH 9,5) et sont ensuite
incubées pendant une nuit à 4°C sans agitation (étape de coating). Les IgGs non fixés
sont éliminés par lavage et les plaques sont saturées avec le tampon d’incubation
pendant 2 heures à 37 °C. Les plaques sont lavées avec du tampon d’incubation avant
de procéder à la réaction de compétition entre le traceur et la kinine (BK ou des-Arg9-
BK) présente dans la courbe de calibration ou dans l’échantillon à doser. Les plaques
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sont incubées sous agitation à 4°C pendant une nuit. Après une nouvelle série de
lavages, les complexes immuns formés sont incubés, avec agitation pendant 2 heures
à la température ambiante avec des fragments Fab antidigoxigénine couplé à la
peroxydase de Raifort (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Après une dernière
étape de lavages, la présence de complexes immuns est mesurée par révélation de
l’activité peroxydasique au moyen d’un substrat chromogène (o-phénylènediarnine
0,4 mg/mL (Sigma Aldnch, OakviÏle, ON, Canada)), en solution dans un tampon
composé de: citrate de sodium 50 mM, d’acide citrique 30 mM et de peroxyde d’urée
0,1% p/v, pH 5,0. L’absorption de chaque puit est mesurée à ? = 450 nm avec une
référence à ? = 630 nm (Bio-Tek Instrument, Winooski, VT, USA).
2.3 Paramètres cinétiques
La constante d’hydrolyse (k) des kinines (S) a été obtenue à l’aide de l’équation
d’ordre 1: S = x et, et la valeur de la demi-vie de dégradation (t112) a été calculée
avec t112 = ln(2)/k (Moore and Pearson, 1921).
3. Dosage de l’activité enzymatique des métallopeptidases (APP,
ECA et CPN) responsables du catabolisme de la BK et la des-
A rg9-BK
3.1 L’aminopeptidase P
Le dosage de l’activité de l’APP plasmatique s’effectue en cinétique à l’aide d’un
substrat Lys(dinitrophényl)Pro-Pro-Gly-Lys(o-acide aminobenzoïque) fluorescent
(Lys(Dnp)Pro-Pro-Gly-Lys (Abz)) (synthétisé par le Pr. A. Camona, département de
biophysique, Escola Paulista de Medecine, Universidade federal de Sa’o Paulo, Sa’o
Paulo, Brésil). Chaque échantillon est dosé en triplicata dans des plaques multipuits
(Costar 1W plate transparent f lat Bottom, non-stérile, aciylic, Coming Incorporated,
NY). Le milieu d’incubation (volume: 400 .tL/puits) consite en 10 tL de plasma à
doser, 125 tL de tampon HEPES (0.1 mM, à pH 7,4) et 15 .tL de substrat
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Lys(Dnp)Pro-Pro-Gly-Lys (Abz) (concentration finale de 10 j.tM) préincubé à 37°C.
L’émission de fluorescence est mesurée en cinétique pendant 90 min à 420 nm
(excitation ? = 350 nm) au moyen d’un appareil FL600 microplate fluorescence
reader (BioTek, Winooski, VT, USA). L’activité de l’APP est exprimée en .tmol de
substrat hydrolysée sachant que $500 unités de fluorescence, dans les conditions
expérimentales utilisées, correspondent à 1 imol de substrat (Molinaro et al., 2005).
3.2 L’enzyme de conversion de I’angiotensine
L’activité de l’ECA est mesurée par méthode radioenzymatique au moyen d’un
substrat tritié (3H-Hippuiyl-Gly-Gly) (Btihlmann ACE Radioenzymatic, ALPCO
Diagnostics) en suivant les informations du fabricant. Le plasma (10 iiL) est incubé
avec 100 tL de substrat radioactif en tampon HEPES (0.1 mM, pH 8,0) pour une
durée de 60 minutes à 37°C. L’acide chlorhydrique (50 tL) est alors ajouté et le
produit d’hydrolyse (acide 3H-hippurique) est extrait par 1,5 mL de liquide à
scintillation avant la mesure de la radioactivité f3 en coups par minute (cpm).
L’activité de l’ECA (en imol d’acide hippurique/min/L de sérum) est calculée en
utilisant la procédure suivante
1- Calculer la moyenne en cpm pour chacun des échantillons, zéro et blanc
2- Soustraire la moyenne des blancs de chacun des échantillons en utilisant leur
moyenne respective en cpm
cpm net = cpm moyen — cpm moyen des blancs (zéro/standard contenu dans le kit
fourni par le fournisseur)
3- Mesure de l’activité de l’ECA à l’aide de cette formule:
Activité de ECA = (cpm échantillon - cpm du blanc de l’échantillon)
(cpm du standard — cpm du standard zéro)
3.3 La carboxypeptidase N
L’activité enzymatique de la CPN plasmatique est mesurée au moyen d’une
méthode fluorimétrique (Cyr et al., 2001; Skidgel, 1995). Elle consiste à incuber une
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heure à 37°C, 180 tL de tampon HEPES (0.1 M à pH 7,4) et 20 1iL du plasma en
présence de 50 tL de substrat (Dansyl-Ala-Arg, 1 mM, Bachem, Torrance, CA,
USA). L’arrêt de la réaction est obtenu par acidification du milieu d’incubation en
ajoutant 150 tL d’un tampon citrate/acide citrique (1 M, pH 3,1). Le dansyl-Ala
libéré au cours de la réaction est alors extrait par 3 mL de chloroforme. Après
centrifugation (10 minutes, à 15°C, 200xg), la phase organique est décantée et la
lecture de la fluorescence (excitation ? = 340 nm, émission ? = 490 nm) est effectuée
(Fluorometer, TD-700). Une courbe de calibration obtenue au moyen de 5 dilutions
successives d’une solution de dansyl-Ala (0,125 mM) permet d’obtenir la quantité de
substrat hydrolysé.
Une unité d’activité CPN est définie comme: 1 nanomole de dansyl-Ala
libéré/minute/mL de sérum d’échantillon.
4. Dosage de la SP dans les urines recueillies dans le décours d’un
épisode d’AO
4.1 Échantillons d’urine
Les échantillons (n=13) provenant de patients atteints d’AOA nous ont été fournis
de manière anonyme par le Dr. Christian Drouet du CHU de Grenoble. Les
échantillons témoins ont été obtenus chez 12 volontaires sains.
Une miction de 50 mL est recueillie, additionnée de 500 .iL d’HCl et
soigneusement homogénéisée. Après centrifugation (à 4°C, 15 minutes, 1750xg), le
surnageant est décanté et conservé à -20°C.
4.2 Extraction des neurokinines urinaires.
La purification des urines a été effectuée par chromatographie hydrophobe sur
colonnes C8 (Waters, Milford, MA). L’urine (1 mL) est diluée avec 1 mL d’acide
trifluoroacétique (TFA) 0,1% et ensuite centrifugée (à 4°C, 15 minutes, 800xg). Les
colonnes sont conditionnées par lavages successifs au moyen d’acétonitrile (ACN) (3
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mL) et de TFA 0,1% (2 mL). Les échantillons d’urine sont déposés et les colonnes
sont ensuite lavées successivement au moyen de TFA 0,1% (3 mL) et d’ACN
10%/TFA 0,1% (v/v) (3 mL). La fraction retenue sur la colonne contenant les
neurokinines est éluée au moyen d’une solution d’ACN 40%/TFA 0,1% (v/v) (2,5
mL) (Raymond et al., 1995). Ces éluants sont ensuite évaporés à sec dans un Speed
Vac (Thermo Savant, Holbrook, NY) durant toute la nuit.
4.3 Dosage de la SP urinaire
La SP urinaire a été dosée en utilisant un immunoessai enzymatique commercial
et en suivant les instructions du manufacturier (MD Biosciences Inc., St-Paul, MN,
USA).
4.3.1 Principe du dosage
Ce dosage met en oeuvre une compétition entre le traceur (SP-biotinylé) et la SP
de la courbe de calibration ou des échantillons pour des fragments Fc d’anticorps de
lapin dirigés contre la SP. La révélation des complexes immuns est obtenue par
réaction du traceur avec des anticorps couplés à la streptavidine et à la peroxydase de
Raifort. La révélation est obtenue au moyen d’un substrat 3,3’,5,5’-
tétraméthylbenzinide (TMB). L’absorption pour chacun des puits est mesurée à ?. =
450 nm avec une référence à ?\. = 630 nm (Bio-Tek Instrument, Winooski, VT, USA).
Ce dosage est caractérisé par une spécficité (estimée par le pourcentage de réaction
croisée) de 100% pour la SP, les fragments SP(2.lp,, SP(3l), SP(411) et SP(511) ainsi
que de 5% et <0,01% pour les fragments $P(61 1) et SP(7j 1) respectivement.
5. Traitement statistique des résultats
La significativité de la différence retrouvée entre les divers groupes a été vérifiée
en utilisant le test de t par l’approche Safferwaite-Welch où l’hétérogénéité possible
des variances a été prise en compte. L’ANOVA a aussi été utilisée afin de tester les
multiples comparaisons entre le groupe contrôle et les autres groupes. Une valeur dep
46
inférieure à 0,05 a été considérée comme statistiquement significative (Neter et al.,
1996).
Objectif 2:
Étude du métabolisme des kinines et celui de la substance P dans le plasma de
patients américains hypertendus ayant présenté un épisode d ‘A OA associé au
traitementpar iECA.
1. Échantillons de plasma
Nous avons investigué le métabolisme de la BK, de la des-Arg9-BK et de la SP
dans le plasma de 38 patients hypertendus présentant un AOA associé à la prise
d’iECA ainsi que 67 témoins exposés ou non aux iECA. Sept des échantillons
plasmatiques de patients atteints d’AOA ont été obtenus durant un épisode d’AOA
associé à la prise d’iECA et 52 des échantillons de témoins étaient exposés aux iECA
au moment du recueil de l’échantillon de plasma (voir tableau III). Le sexe des
individus de cette étude est similaire entre le groupe de témoins exposés aux iECA et
celui de patients atteints d’AOA associé à la prise d’iECA. Parmi la population
étudiée, on retrouve environ cinquante pourcent de noirs américains et cinquante
pourcent de blancs américains. La prévalence à la cigarette était similaire dans les
deux groupes et la prévalence à développer du diabète était plus faible dans le groupe
de patients lorsque comparée à celle du groupe témoin. Ces échantillons nous ont été
fournis congelés de manière anonyme par le Dr. Nancy Brown de l’Université de
Vanderbilt (Nashville, Tennessee).
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AOA associé à la
prise d’iECA
(3$)
Témoins exposés
aux ifCA
(67)
37 30
33 : 34
58.4 ± 9.7
52: 15 : O
43 : 24: 0
56:11
Tableau ffi. Caractéristiques particulières des patients et des témoins de
l’étude
2. Méthodes analytiques
2.1 Définition de la demi-vie de dégradation de BK et des-Arg9-
BK
L’étude du métabolisme de la BK et de son métabolite actif, la des-Arg9-BK, a
été effectuée en utilisant la même approche analytique que celle décrite sous l’objectif
1.
2.2 Définition de la demi-vie de dégradation de la SP
2.2.1 Incubation
Quatre tubes contenant chacun 100 iL de plasma sont incubés à 37°C sous
agitation avec 100 tL de SP exogène à une concentration finale de 10 ig/mL (Sigma
Aldrich, Oakville, ON, Canada). La réaction est arrêtée après 0, 30, 60, 90 minutes
avec l’ajout de $00 iL d’éthanol anhydre froid à une concentration finale de 80% v/v.
Les échantillons sont ensuite centrifugés (à 4°C, 15 minutes, 1750xg) afin d’assurer
la précipitation complète des protéines. Le surnageant éthanolique est ensuite évaporé
Noirs : Blancs 15 : 32
Hommes : femmes 19: 19
Âge moyen (années) 59.0 ± 14.6
Non-fumeurs: fumeurs: inconnu (N) 23: 13 : 2
Non-diabétique: Diabétique: inconnu (N) 30: 7: 1
Exposés aux iECA: Non-exposés aux iECA 13 : 24
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à sec dans le Speed Vac (Savant, Farmingdale, NY, USA). Les culots sont conservés
à —20°C jusqu’au dosage de la SP.
2.2.2 Dosage de la substance P par chromatographie liquide à
haute performance (HPLC)
Les culots des extraits éthanoliques évaporés sont remis en solution dans 200 tL
de phase A (5 mM KH2PO4, ACN 25%, pH 3,0) contenant 1% de H3P04. Les
échantillons sont ensuite centrifugés (à 4°C, lOmin, 200xg,) et le surnageant est
soumis à une chromatographie sur une colonne échangeuse de cations
(PolySulfoéthyl Aspartamine de 4.6 mm x. 100 mm, The Nest Group Inc.,
Southborough, MA, USA), en utilisant l’appareil Agilent 1100 Series system tAguent
Technologies, Wilmington, DE, USA). Les deux phases mobiles utilisées ont les
compositions suivantes: phase A (5 mM K112P04, 25% ACN et de pH 3,0) et phase
B (300mM de KC1 dans 5 mM de KH2PO4, 25% ACN et de pH 3,0). Le gradient
passe de 100% de phase A (0 mM de KC1) à 100% de phase B (300 mlvi de KC1) à un
débit de 1 mL/min. Le temps de rétention et la hauteur des pics de la SP des
échantillons sont comparés avec ceux de la SP de référence. Le temps de rétention de
la SP native (10 .tg/rnL) est de 24,5 minutes et la détection est obtenue à = 214 nm.
Pour chaque échantillon, la demi-vie de dégradation a été calculée de façon semblable
à celle de la BK et de la des-Arg9-BK sous l’objectif 1 (Moore and Pearson, 1981).
2.3 Dosage de l’activité enzymatique des métallopeptidases (APP,
ECA et APN) responsables du catabolisme de BK et de des-Arg9-BK
Le dosage de l’APP et de l’ECA a été effectué en utilisant les méthodes décrites
sous l’objectif 1.
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2.3.1 L’aminopeptidase N
Le dosage de l’activité de l’APN s’effectue également par mesure cinétique de
l’absorption de la lumière à 450 nrn en utilisant une méthode semblable à celle pour
la DPPIV. Le milieu d’incubation a la composition suivante: 20 .tL de plasma, 130
.tL de tampon PBS (NaC1 135 mM, KC1 2.5 mM, NaHPO4 1.5 mM, KH2PO4 1.7
mM, pH 7.4) et 50 tL de substrat Ala-pNA (5 mM) (Bachem, Torrance, CA, USA).
L’activité enzymatique de l’APN est exprimée en nmol de substrat hydrolysées /mL
/min, grâce à une courbe de calibration ayant été obtenue, dans ce cas, aussi au moyen
de para-nitraniline (Lendeckel et al., 1996).
2.4 Dosage de la DPPIV
2.4.1 Dosage de l’activité enzymatique de la DPPIV responsable
du catabolisme de la BK, de la des-Arg9-BK et de la SP
Le dosage de l’activité de la DPPIV s’effectue en suivant la cinétique
d’hydrolyse du Gly-Pro-pNitroaniline (Sigma Aldrich, Oakville, ON, Canada). Le
milieu d’incubation est le suivant: 20 tL de plasma, 130 !IL de tampon Tris-HC1 (50
mM, à pH 8.3) et 50 iL de substrat Gly-Pro-pNA, 2 mM). Ce milieu est placé dans
une plaque multipuits (plaques Nunc, PolySorp) et il est incubé à 37°C. La mesure de
l’absorption à 450 nm de chaque puits est effectuée toutes les 5 min pendant 30 min.
L’activité enzymatique de la DPPIV s’exprime en nmol de substrat hydrolysées ImL
/min, grâce à une courbe de calibration ayant été obtenue au moyen de para
nitraniline (Lambeir et al., 2003).
2.4.2 Dosage de la DPPIV immunoréactive
Le dosage de la DPPIV immunoréactive a été effectué en utilisant un kit ELISA
commercial (CD26, Bender MedSystems, San Bruno, CA).
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3. Traitement statistique des résultats
Le traitement statistique des résultats obtenus dans cette partie de notre travail de
maîtrise a été effectué en utilisant une méthode identique à celle décrite sous
l’objectif 1.
Objectif 3:
Étude de l’effet de dfférents traitements pharmacologiques sur Ï ‘expression du
récepteur B] in vivo dans le modèle de lapin et in vitro dans le modèle defibroblastes
en culture.
1.1 Protocoles expérimentaux
Ceux-ci ont été réalisés dans le laboratoire du Dr. françois Marceau de
l’Université de Lavai à Québec.
1.1.1 In vitro : culture de fibroblastes, de muscle lisse vasculaire et
essai de liaison
Les fibroblastes dermiques ont été cultivés à partir d’explants de tissus sous-
cutanés dépourvus de graisse prélevés à la partie interne de la peau de lapin (Zealand
White, 1.5-2 kg) (Marceau and Tremblay, 1986). Les fibroblastes ont été mis en
culture dans le milieu DMEM (Invitrogen) contenant un supplément de 10% de sérum
bovin fétal et d’antibiotiques. Le muscle lisse dérivé de l’aorte de lapin est utilisé
dans certaines expériences comparatives (cellules dérivés explants désendothélialisés,
propagées dans milieu 199 avec 10% de sérum bovin fétal et antibiotiques) (Levesque
et al., 1993).
Les fibroblastes dermiques ainsi que les cellules musculaires lisses d’aorte de
lapin ont été incubées avec différents agents pharmacologiques (saline physiologique,
TNF-a, IL-1 3, LPS) ou différents traitements en combinaison pour des périodes de 2
à 4 h (étanercept (20 jig!mL), sel sodique du phosphate de dexaméthasone (100 nM)
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et antagoniste du récepteur à l’IL-l (IRA, 50 ng/mL)) en fonction de la réponse
étudiée (concentration de l’ARNm ou des récepteurs de surface). L’essai de liaison
est basé sur le radioligand agoniste [3H]Lys-des-Arg9-BK (aussi appelé [3H]des-
Arg’°-KD, PerkinElmer, 64 Ci/mmol) et réalisé comme indiqué précédemment
(Sabounn et coll., 2002). Brièvement, les cellules de l’un ou l’autre type sont
ensemencées dans des plaques de 12 puits (surfaces de culture gélatinées) et cultivées
dans le milieu avec sérum. À confluence, on sèvre les cellules en sérum (24 h pour le
muscle lisse, 48 h pour les fibroblastes) afin de minimiser l’expression de B1R; en
effet, le sérum de veau fétal favorise l’expression de ce récepteur (Sabourin et coil.,
2002). On a traité les cellules pour des période de 4 h avec des cytokines et,
optionellement, on les a co-traité avec des médicaments inhibiteurs appliqués 30 min
avant les cytokines ou leur solvent (saline). L’essai de liaison fut appliqué par la suite.
Les puits sont lavés 2 fois avec le milieu de liaison (milieu de culture 199 sans sérum
supplémenté avec 0.1% d’albumine bovine sérique, 3 tM amastatine, 1 iM captopnl,
1 tM phosphoramidon (Sigma-Aldrich), et 0.02% (poids/vol) NaN3) et rempli chaque
puits d’un mL de ce milieu pré-réchauffé (37°C). Le radioligand (1 nM) et,
optionnellement un excès (1 1iM) de la version non radioactive de Lys-des-Arg9-BK
(pour la détermination de la liaison non spécifique) sont alors ajoutés aux cellules.
Après 60 min d’incubation à 37°C, chaque puit est lavé 3 fois avec 2 mL de PBS
glacé (0°C, pH 7.4) et laissé à sec. Un mL de NaOH 0.1 M est finalement ajouté pour
dissoudre les cellules et ce matériel resuspendu est compté par scintillation (5—10
minlvial).
1.2 Extraction de l’ARN
1.2.1 Fibroblastes
L’extraction de l’ARN total contenu dans les fibroblastes dermiques de lapin a
été effectuée après 3 h selon une technique mise au point précédemment, et ce,
spécifiquement pour les cellules en culture (Chomczynski and Sacchi, 1987).
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2. La technique de PCR en temps réel (reat-time PCR, RT-PCR)
2.1 Transcription de l’ARN en ADNc
L’obtention des séquences d’ADNc pour les échantillons d’ARN des fibroblastes
dermiques de lapin s’effectue par une transcription inverse. Deux pi d’oligo-d(T) (5
mM) sont mélangés à 1 tL d’eau stérile, auxquels 5 tL d’ARN provenant des
fibroblastes est ajouté. Après une incubation de 3 minutes à 70-85°C et une
centrifugation (4°C, 10 secondes), 2 jiL de tampon de PCR (contenant 25 mM de
MgC12), 4 j.tL de chlorure de magnésium (MgC12), 4 .iL de déoxynucleotide
triphosphates (dNTPs), 1 j.tL d’inhibiteur de RNase et 1 .tL de Moloney murine
leukemia virus reverse transcriptase MuLV) (Applied Biosystems, Foster City, CA)
sont ajoutés à chacun des échantillons. Ils sont ensuite vortexés et centrifugés (4°C,
10 secondes). La transcription s’effectue dans l’appareil PTC-2000 Peltier Thermal
Cycler (MJ Research, Waltham, MA) sous les conditions suivantes, 1 heure à 42°C,
10 minutes à 99°C et se termine à 5°C. Les échantillons sont conservés à -20°C
jusqu’à leur prochaine utilisation.
L’obtention de séquences d’ADNc pour les échantillons de muscle lisse d’aorte de
lapin s’effectue elle aussi par une transcription inverse, mais en utilisant une enzyme
différente soit la Transcriptor RT enzyme (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).
En effet, 3.5 .tL d’oligo-d(T) (5 mM) sont mélangés à 2 j.tL d’eau stérile, 4 j.tL de
tampon de PCR (1OX + 25 mM de MgCl2), $ pi de solution de dNTPs, 1 pi
d’inhibiteur de RNase et 0,5 pi de Transcriptor RT enzyme, auxquels 1 pi d’ARN
provenant de chacun des échantillons de muscles lisses d’aorte de lapin est ajouté.
Les échantillons sont vortexés et centrifugés (4°C, environ 10 secondes). La
transcription s’effectue dans l’appareil PTC-2000 Peltier Thermal Cycler sous les
conditions suivantes; 30 minutes à 55 °C, 10 minutes à 99 °C et se termine à 5 °C.
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ARNm cible Séquences des nucléotides (S’-3’) Longueur
GAPDH sens (1) CTG AAC GGG AAA CTC ACT G 19
GAPDH 17
. CCT GGT CCT CGG TGT AG
anti-sens (1)
B1R sens (1) ACT GAG TGT GGC AGA AAT 18
B1R anti-sens (1) AAC AGG TTG GCC TTG AT 17
GAPDH sens (2) CAC CAT CTT CCA GGA GCG AGA 1cc 24
GAPDH GTC TTC TGG GTG GCA GTG ATG GC 23
anti-sens (2)
B1R sens (2) TGT CCC GGC CGA GTC ACT GTG 21
B1R anti-sens (2) GCA CCA GCA CGC TGT AGC GGT 21
Tableau W. Séquences des oligonucléotides utilisés pour le RT-PCR de l’ARN
provenant des fibroblastes dermiques de lapin (1) et des cellules de
muscles lisses d’aorte de lapin (2)
2.2 Amplification de I’ADNc du récepteur B1 par RT-PCR
L’amplification de l’ADNc est effectuée à l’aide de la technique de PCR en temps
réel (RT-PcR) sous l’action d’une enzyme appelée polyrnérase. La technique de RT
PCR requiert l’utilisation d’une paire d’amorces spécifiques, composés d’environ 20
nucléotides complémentaires à une séquence définie des deux brins d’ADNc (tableau
IV). Deux L d’ADNc provenant de chacun des échantillons sont placés dans un
volume final de 20 1iL contenant 2 mM de MgC12 (0,8 pL) et 0,7 p.M de chacune des
deux amorces sens et anti-sens, de l’eau stérile et 2 iL de LightCycler fastStart DNA
SYBRGreen I (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).
Après l’activation initiale à 95°c durant 10 minutes de l’ADN polymérase
contenue dans le fastStart DNA SYBRGreen I, l’amplification de l’ADNc est
effectuée suite à 47 cycles dont chacun est composé de trois étapes déterminantes:
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l’ADNc subit d’abord une dénaturation à 95°C durant 15 secondes, une hybridation
de 10 secondes à 60°C pour la réaction avec le GAPDH et le B1R, suivit d’une
élongation à 72°C. Le temps d’élongation est calculé selon la longueur de l’amplicon
(nombre de paires de bases/25). La mesure de la fluorescence est obtenue durant la
phase d’élongation. Suite à l’amplification, une courbe d’analyse de fusion allant de
65°C à 98°C, selon une vitesse d’augmentation de la température de 0,1°C/s, et ayant
une acquisition continue de fluorescence est obtenue.
3. Traitement des résultats
L’efficacité du RT-PCR correspondant à un cycle dans la phase exponentielle est
obtenue à partir de la pente des courbes obtenues par le logiciel du Light Cycler
correspondant à l’équation suivante:
E = 1Ontd1 (Pfaffl, 2001)
La quantification est effectuée en utilisant un modèle mathématique basé sur
l’équation ci-dessous pour déterminer la quantification relative des gènes cibles
comparée au gène de référence.
Rapport normalisé (Pfaffl, 2001)
La quantification relative des échantillons transcrits est basée sur l’efficacité du
PCR des transcrits individuels et des déviations des points de croisement (< crossing
point» (Cp)) d’un gène de référence et d’un échantillon cible. Les résultats obtenus
ont été exprimés en rapport normalisé, rapport donné à partir du gène de référence
soit le GAPDH et du gène d’intérêt, le B1R. L’expression relative du rapport peut être
obtenue tel que montré à l’équation (2) où E représente l’efficacité de la réaction, R,
le gène de référence, CpR, le crossing point du gène de référence, S, l’échantillon de
tissu ou de fibroblaste, T, le gène d’intérêt (B1R) et CpT, le crossing point du gène
d’intérêt.
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VI Résultats
Objectif 1:
Étude du métabolisme des kinines exogènes dans le plasma de patients atteints
d’AOA de nature idiopathique.
1. Définition de la demi-vie de dégradation de la BK et de la des-
Arg9-BK
Les demi-vies de dégradation de la BK et la des-Arg9-BK mesurées dans le
plasma d’un groupe de patients atteints d’AOA de nature idiopathique et d’une
population de référence sont représentées aux figures 10 et 11. La demi-vie de
dégradation de la BK dans le groupe de patients (87 ± 8 secondes) est
significativement plus élevée que celle du groupe témoin (27 ± 1 secondes). Par
contre, il n’y a aucune différence significative entre la demi-vie de dégradation de la
des-Arg9-BK dans le groupe de patients (541 ± 58 secondes) lorsque comparée au
groupe témoin (643 ± 41 secondes).
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Figure 11. Demi-vie de dégradation de la des-Arg9-BK dans le groupe de
patients atteints d’AOA de nature idiopathique et dans le groupe
témoin
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2. Dosage de l’activité enzymatique des métallopeptidases (APP,
ECA et CPN) responsables du catabolisme de la BK et de la des
Arg9-BK
La figure 12 représente les valeurs de l’activité enzymatique de l’APP
plasmatique dans le groupe de patients atteints d’AOA de nature idiopathique
comparativement à celle du groupe témoin. L’activité enzymatique de l’APP du
groupe de patients (178 ± 1$ pmollrnL/min) est diminuée de façon significative
lorsque comparée avec celle du groupe témoins (317 ± 27 pmol/mL/min).
Figure 12. Activité de l’APP dans le groupe de patients atteints d’AOA
idiopathique et dans le groupe témoin
De même, la figure 13 montre que l’activité enzymatique moyenne de 1’ECA
dans le groupe d’AOA (39 ± 2 nmol/mL/min) est significativement diminuée lorsque
comparée au groupe témoin (44 ± 1 nrnol/mL/min).
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Figure 13. Activité de l’ECA dans le groupe de patients atteints d’AOA de
nature idiopathique et dans le groupe témoin
Enfin, nous n’avons pas pu mesurer de différence significative pour l’activité
enzymatique de la CPN entre les deux groupes de plasma analysé (AOA: 65 ± 3
nmol/mL/min, témoin: 6$ ± 1 nmol/mL/min).
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Figure 14. Activité de la CPN dans le groupe de patients atteints d’AOA
idiopathique et dans le groupe témoin
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3. Dosage de la substance P dans les urines recueillies dans le
décours d’un épisode d’AO
La figure 15 représente de façon comparative les concentrations de SP urinaire
immunoréactive pour le groupe de patients atteints d’AOA et le groupe témoin.
L’analyse statistique des résultats ne révèle aucune différence significative entre les
deux groupes (AOA: 0,21 ± 0,04 ng/mL, témoin: 0,23 ± 0,09 ng/mL).
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Objectif 2
Étude du métabolisme des kinines et celui de la SP dans le plasma de patients
américains hypertendus ayant présenté un épisode d ‘A OA associé au traitement par
iECA.
1. Définition de la demi-vie de dégradation de la BK et de la des-
A rg9-BK
Les demi-vies de dégradation de la BK et de la des-Arg9-BK mesurées au niveau
plasmatique dans le groupe de patients atteints d’AOA et dans le groupe témoin sont
représentées aux figures 16 et 17. Le traitement au moyen d’un iECA augmente de
façon significative la demi-vie de dégradation de la 3K (AO iECA+: 157 ± 2
secondes, AO iECA-: 41 ± 4 secondes, témoins iECA+: 263± 29 secondes, témoins
iECA-: 52 ± 20) et de la des-Arg9-BK (AO iECA+: 1262 ± 214 secondes, AO
iECA-: 456 ± 47 secondes, témoins iECA+: 2021 ± 224 secondes, témoins iECA-:
507 ± 71). En effet, la présence d’un jECA diminue de façon significative l’activité
de l’ECA chez les patients hypertendus (AO iECA+: 6 ± 3nmol/mL/min) et chez les
patients témoins (témoins iECA+ : 1,7 ± 0,1 nmol/mL/min) lorsque comparée aux
groupes de patients hypertendus et de témoins en absence d’inhibition de l’ECA (AO
iECA-: 54 ± 4 nmol/mL/min, témoins iECA-: 49 ± 4 nmol/mL/min). Par contre,
aucune différence significative n’a pu être mesurée entre les deux groupes de patients
pour la demi-vie de dégradation de la BK et de la des-Arg9-BK. Ces résultats sont à
mettre en relation avec les activités de l’ECA (figure 20). Enfin, la race du patient
n’affecte pas le métabolisme de ces deux kinines et l’activité de l’ECA.
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Figure 17.
•p<O,OOl vs ifCA
p<0,Olvs iECA
AO jECA + AO ÏECA
- Témoins Témoins
iECA+ iECA
Demi-vie de dégradation de la des-Arg9-BK dans le groupe de
patients atteints d’AOA associé à la prise d’ifCA et dans le groupe
de témoins traités ou non aux 1ECA
AO jECA + AO iECA - Témoins Témoins
iECA+ iECA
Demi-vie de dégradation de la BK dans le groupe de patients
atteints d’AOA associé à la prise d’iECA et dans le groupe de
témoins traités ou non aux ifCA
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2. Définition de la demi-vie de dégradation de la SP
La figure 18 représente les valeurs de demi-vie de dégradation de la SP dans les
groupes de patients atteints d’AOA et dans les groupes témoins. La demi-vie de
dégradation de la SP est supérieure dans le groupe de patients AO+ traités par un
iECA lorsque comparée à celle des patients non traités par un iECA, mais cette
différence ne s’est pas montrée significative après l’analyse statistique des résultats
(AO iECA+: 4005 ± 556 secondes, AO iECA-: 2844 ± 384 secondes). En plus,
l’analyse des résultats montre qu’il n’y a aucune différence significative au niveau de
la demi-vie de dégradation de la $P entre les patients traités aux iECA et les témoins
exposés ou non aux jECA (témoins iECA+: 3777 ± 221 secondes, témoins iECA-:
4038 ± 934 secondes).
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Figure 18. Demi-vie de dégradation de la SP dans le groupe de patients
atteints d’AOA associé à la prise d’iECA et dans le groupe de
témoins traités ou non aux iECA
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3. Dosage de l’activité enzymatique des métallopeptidases (APP,
ECA, APN) responsables du catabolisme de BK et de la des-Arg9-BK
Aucune différence significative pour l’activité enzymatique de l’APP n’a pu être
mesurée entre les patients hypertendus et les témoins autant en présence qu’en
absence d’inhibition de l’ECA (AO iECA+: 184 ± 50 jmol de substrat
hydrolysé/min, AO iECA-: 200 ± 35 .tmol de substrat hydrolysé/min, témoins
iECA+: 223 ± 24 imol de substrat hydrolysé/min, témoins iECA-: 254 ± 45 .imol
de substrat hydrolysé/min). Le profil enzymatique de 1’APP pour chacun des quatre
groupes est illustré à la figure 19. Par contre, l’activité de l’APP est plus faible chez
les sujets de race blanche comparativement aux sujets de race noire.
H
AO IECA + AO 1ECA
- Témoins Témoins
ŒCA÷ iECA
Figure 19. Activité de I’APP dans le groupe de patients atteints d’AOA
associé à la prise d’iECA et dans le groupe de témoins traités ou
non aux 1ECA
64
I
Figure 20.
[• p<
Activité de l’ECA dans le groupe de patients atteints d’AOA
associé la prise d’iECA et dans le groupe de témoins traités ou
non aux ifCA (, p<O,OOl vs OECA-)
La figure 21 illustre les valeurs de l’activité enzymatique de l’APN pour chacun
des quatre groupes. L’analyse statistique montre qu’il n’y a aucune différence
significative entre les divers groupes de patients hypertendus (AO iECA+: 31 ± 2
nmol/mL/min, AO iECA-: 37 ± 2 nmol/mL/min) et de témoins exposés ou non aux
iECA (témoins iECA+ : 35 ± 2 nmol/mL/min, témoins iECA- 37 ± 1 nmol/mL/min).
AO 1ECA ± AO ÎECA - Témoins Témoins
iECA+ jECA
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Figure 21. Activité de l’APN dans le groupe de patients atteints d’AOA
associé à la prise d’iECA et dans le groupe de témoins traités ou
non aux 1ECA
4. Dosage de la DPPIV
4.1 Dosage de l’activité enzymatique de la DPPIV responsable du
catabolisme de la BK, de la des-Arg9-BK et de la SP
Le profil enzymatique de la DPPIV pour chacun des quatre groupes est
représenté à la figure 22. L’activité de la DPPIV est diminuée de façon significative
chez les patients hypertendus traités aux ÏECA (AO iECA+: 21 ± 2 nmol/mL/min)
lorsque comparée aux témoins exposés ou non aux iECA (témoins iECA+: 29 ± 1
nmol/mL/min, témoins iECA-: 25 ± 1 nmol/mL/min) et aux patients hypertendus
atteints d’AOA en absence d’inhibition de l’ECA (25 ± 1 nmol/mL/min).
AO 1ECA + AO iECA - Témoins Témoins
iECA+ iECA
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Figure 22. Activité de la DPPW dans un groupe de patients atteints d’AOA
associé à la prise d’IECA et dans un groupe de témoins traités ou
non aux ÎECA
4.2 Dosage de la DPPIV immunoréactive
La figure 23 représente la concentration de DPPIV immunoréactive mesurée dans
les deux groupes de patients hypertendus et les deux groupes témoins. La
concentration de DPPIV immunoréactive est significativement diminuée dans le
groupe de patients hypertendus (AO iECA+: 363 ± 38 ng/mL, AO iECA-: 341 ± 24
ng/mL) comparativement au groupe de témoins exposés ou non aux jECA (témoins
iECA+: 505 ± 1$ ng/mL, témoins iECA-: 46$ ± 25 ng/mL). Cette diminution de la
concentration de DPPIV immunoréactive entre les patients et les témoins est aussi
observée dans la population d’américains de race noire et de race blanche, une fois
analysée séparément.
AO iECA ± AO ïECA
- Témoins Témoins
iECA+ IECA
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V p<O,O5 vs témoins
p=O,OO2 vs témoins
figure 23. Concentration de DPPW immunoréactive dans un groupe de
patients atteints d’AOA associé à la prise d’ifCA et un groupe de
témoins traités ou non aux ifCA (V p<O,O5 vs témoins, O p=O,OO2
vs témoins)
Objectif 3:
Étudier / ‘effet de différents traitements pharmacologiques sur t ‘expression du
récepteur 31 dans un modèle de lapin in vivo et dans un modèle in vitro de
fibroblastes en culture.
1. Expression du récepteur B1 pour les échantillons d’ADN de
fibroblastes dermiques de lapin et de muscles lisses d’aorte de lapin
amplifiés par PCR
Les dérivées premières négatives des courbes de fusion pour notre gène d’intérêt
(récepteur B1) comparé au gène de référence (GAPDH) sont présentées à la figure 24.
On observe un seul pic propre à chaque amplicon correspondant au produit de taille
attendue. L’analyse des courbes de fusion du Light Cycler ainsi que l’amplification
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des échantillons testés et des échantillons de référence résulte en une température de
fusion spécifique à chacun des produits.
La spécificité des produits de PCR pour les échantillons d’ARN de fibroblastes
dermiques de lapin et de muscles lisses d’aorte de lapin a été confirmée sur un gel
d’agarose illustré respectivement aux figures 25 et 26.
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Figure 24. La courbe de dissociation de chacun des produits de PCR pour les
fibroblastes (1) et les cellules de muscles tisses d’aorte de lapin (2)
(analyse des températures de fusion) est présentée ici et résulte en
une température de fusion spécifique à chacun des produits
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Figure 25. La spécificité de l’amplification par le PCR en temps réel
provenant des fibroblastes dermique de lapin. La spécificité des
produits du PCR pour chacune des amorces est visualisée dans un gel
d’agarose 2% et résulte en la production de bandes uniques
représentant le poids moléculaire tel qu’attendu pour chacun des
amplicons amplifiés.
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figure 26. La spécificité de l’amplification par le PCR en temps réel
provenant des cellules de muscles lisses d’aorte de lapin. La
spécificité des produits du PCR pour chacune des amorces est
visualisée dans un gel d’agarose 2% et résulte en la production de
bandes uniques représentant le poids moléculaire tel qu’attendu pour
chacun des amplicons amplifiés.
1.1 Effets des différents traitements pharmacologiques sur
l’expression de surface du B1R
Les résultats des études de liaison portant sur l’effet stimulant des cytokines dans
deux modèles cellulaires sont présentés dans la figure 27. Dans le muscle lisse dérivé
de l’aorte de lapin, l’IL-13 augmente en 4 h la densité de surface des récepteurs B1,
tel que rapporté antérieurement (Sabounn et al., 2002), mais le TNF-a est inactif.
Cela justifie l’introduction d’un 2e type cellulaire, les fibroblastes dermiques, qui
répondent aux deux cytokines (figure 27) et qui permettront d’étudier les
médicaments inhibiteurs de chacune. Les combinaisons de l’IL-f31 ou du TNF-a avec
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des drogues inhibitrices introduites dans les cultures de fibroblastes 30 min avant les
cytokines sont présentées à la figure 28A. Ces expériences ont montré que
l’étanercept (20 .tg/mL), dépourvu d’effet direct, agit en diminuant l’effet du TNF-a
seulement, et que l’IRA (50 ig/mL) réduit de façon spécifique celui de l’IL-1t3. Le
sel sodique du phosphate de dexaméthasone (100 nM) n’exerce qu’un effet inhibiteur
modeste sur l’action inductrice de ces deux cytokines.
Dans une étude additionnelle, nous avons comparé le potentiel inhibiteur du sel
sodique du phosphate de dexaméthasone avec celui du dexaméthasone (figure 28B).
La concentration inhibitrice optimale de l’ester de dexaméthasone sur l’effet
inducteur de l’IL-1 sur l’expression du B1R est de 1 iM. Le dexaméthasone a un
potentiel inhibiteur au moins 100 fois supérieur à son ester phosphate. Cette
observation laisse supposer que le sel sodique du phosphate de dexaméthasone serait
une pro-drogue.
1.2 Effet des cytokines et/ou leurs antagonistes sur le rapport
ARNm B1R I ARNm GAPDR déterminé par RT-PCR en temps réel
sur des fibroblastes dermiques de lapin et des cellules de muscles
lisses d’aorte de lapin
La relation précédemment observée en utilisant les essais de liaison du
radioligand a été essentiellement confirmée en mesurant les concentrations d’ARNm
après 2 h de stimulation; comme dans la figure 29 où les cellules de muscle lisse
répondent uniquement au traitement à l’IL-1f3 et les fibroblastes dermiques répondent
au TNF-a ou l’IL-1f3 (variations du rapport B1R / GAPDH, figures 29A et 29B). Il est
intéressant de noter qu’une forte concentration de lipopolysacchande extrait de E. cou
n’influence pas l’expression de l’ARNm de B1R dans l’un ou l’autre type cellulaire,
suggérant que l’effet inducteur bien connu du LPS in vivo est indirect et médié par
des cytokines secondairement relâchées. L’inhibition sélective du TNF-a par
l’étanercept en co-traitement et celle de l’IL-lp par l’IRA ont aussi été confirmées,
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cellulaires du lapin. Une concentration saturante (1 nM) du
radioligand agoniste [3HJLys-des-Arg9-BK était utilisée (les valeurs
présentées sont les moyennes ± erreur type du nombre de
ainsi que le modeste effet inhibiteur non sélectif du sel sodique du phosphate de
dexaméthasone (figure 29A).
Liaison de [3H]Lys-des-Arg 9-BK (J nM)
[Z] fibroblastes de la pin (n=3) sevrés en sérum depuis 48 h
cellules de muscle lisse aortique de lapin (n =2)
sevrées en sérum depuis 24 h
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Figure 27. Effet de stimulations de 4 h avec des cytokines ou
.tgIm1) sur l’expression de surface du B1R dans
du LPS (10
deux types
n déterminations indiquées par n).
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Figure 28. A. Effet d’une drogue inhibitrice (co-traitement d’une durée de 4.5 h)
sur l’expression du récepteur B1 des kinines dans des fibroblastes de
lapin en culture stimulés par des cytokines (4 h). La liaison spécifique
d’une concentration saturante (1 nM) d’agoniste radioligand [3HJLys-des-
Arg9-BK est présentée en pourcentage de la valeur témoin sans drogue
inhibitrice établie dans chaque expérience (valeur moyenne ± erreur type
provenant de 3 expériences effectuées en duplicata). La valeur absolue de
la moyenne des témoins est de 1.53 ± 0.19 fmol/puits. B. Comparaison
des effets du sel sodique du phosphate de dexaméthasone avec le
dexaméthasone authentique sur l’action inductrice de l’1L-1 dans
A. Expression du B dans s fibroblastes de Iapn (n 3)
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Figure 29. Effet des cytokines et/ou leurs antagonistes sur le rapport ARNm
B1R / ARNm GAPDII déterminé par RI-PCR en temps réel sur des
fibroblastes dermiques de lapin (A) et des cellules de muscles lisses
d’aorte de lapin (B). Les concentrations de drogue sont semblables à
celles de la figure 28, mais les cytokines ou le LPS (10 .tg/mL) sont
donnés 2 h avant la collecte des cellules, et l’antagoniste (étanercept,
dexaméthasone sodium phosphate, IRA) 2.5 h avant la collecte. Les
résultats présentés sont la moyenne de 3 déterminations établies à l’aide
de différentes lignées cellulaires.
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VII Discussion
La physiopathologie de l’angiooedème décrite pour la première fois il y a plus
d’un siècle, reste à ce jour mal comprise. Le manque de connaissances résulte de
plusieurs raisons. D’une part, l’AO est une maladie rare. D’autre part, l’AO est une
réaction inflammatoire locale, difficilement accessible aux investigations
biochimiques et pharmacologiques de ses médiateurs potentiels. Celles-ci sont donc
effectuées sur des milieux biologiques plus accessibles comme le sérum et le plasma,
mais demeure un reflet indirect de la réaction angiooedémateuse. Enfin, une même
symptomatologie clinique correspond à différentes étiologies. En effet, à côté d’une
forme d’origine génétique due à un déficit quantitatif ou qualitatif en C estérase
inhibiteur, d’autres formes, considérées jusqu’à présent comme acquises, sont
associées à la prise de certains médicaments ou sont d’origine inconnue.
Notre travail de maîtrise s’inscrit dans un ensemble d’investigations menées
depuis bientôt dix ans dans le laboratoire de recherche du Professeur Albert Adam.
Celles-ci visent à mieux comprendre la physiopathologie de différentes formes d’AO
et ce, afin d’en faciliter le diagnostic et le traitement.
Les premiers travaux ont permis de définir le métabolisme des kinines,
médiateurs potentiels de l’AO au niveau du plasma humain normal (Cyr et al., 2001).
M. Cyr a montré que la BK est métabolisée par trois métallopeptidases étant
respectivement et par ordre d’importance, l’ECA, I’APP et la CPN. La des-Arg9-BK,
par contre, n’est inactivée que par deux peptidases: l’APP et l’ECA. Elle a aussi
défini les paramètres cinétiques qui caractérisent le métabolisme de la BK et de la
des-Arg9-BK libérés lors de l’activation du système de contact, voie kimnoformatrice
considérée comme principale au niveau du plasma humain.
En utilisant ces travaux comme bases, G. Molinaro a montré que des patients
hypertendus d’origine européenne ayant souffert d’AO associés à la prise d’iECA,
présentent au niveau de leur plasma une anomalie de dégradation de la des-Arg9-BK
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associée à une activité diminuée de l’APP (Molinaro et al., 2002). Cette même
anomalie métabolique a également été décelée dans le plasma de patients ayant
présenté un effet secondaire aigu aux iECA lors d’une séance d’hémodialyse (Blais et
al., 1999) ou d’une transfusion sanguine (Amold et al., 2004).
Cette activité diminuée de l’APP n’était pas due à un inhibiteur circulant mais à un
polymorphisme au niveau du promoteur du gène (XPNPEP2) codant pour l’APP
membranaire (Duan et al., 2005). Le clonage de cette APPm (Molinaro et al., 2005) et
sa caractérisation enzymatique ont permis la mise en évidence de son inhibition non
spécifique par certains iECA.
De cet ensemble d’observations, il ressort que l’AO associé aux jECA est de nature
multifactorielle et résulte lui aussi d’une prédisposition génétique.
Face à ces observations montrant une anomalie du métabolisme de la des-Arg9-
BK dans les AO associés aux iECA, le métabolisme des kinines a été documenté dans
d’autres formes d’AO. En effet, J. Robillard (Mémoire de maîtrise de Josée Robillard,
Rôle des kinines en pathologie humaine: Approche expérimentale, 2005) a montré
que certains patients atteints d’AOH de type I présentent aussi une activité U’APP
diminuée au niveau plasmatique. Chez ces mêmes patients, un traitement au danazol
augmentait l’activité de 1’APP et normalisait le métabolisme de la des-Arg9-BK.
Ainsi, certains de ces patients présentent, outre une anomalie du contrôle du pouvoir
du plasma, un métabolisme diminué de la des-Arg9-BK. Ce double déficit conduit à
des symptômes cliniques plus graves. Plus récemment, M. Trépanier (Mémoire de
maîtrise de Marlène Trépanier, 2006) a étudié le métabolisme des kinines dans une
cohorte de patients ayant présenté un AO associé à la prise de contraceptifs oraux.
Elle a montré que ceux-ci diminuent de façon significative l’activité de l’APP
plasmatique, celle-ci se normalisant avec la suppression de la thérapie contraceptive.
Dans le présent mémoire, nous appliquons à deux groupes d’AOA la
méthodologie utilisée précédemment. Nous élargissons aussi notre champ
d’investigations aux neurokinines et plus particulièrement à la SP. Nous poursuivons
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aussi chez l’animal de laboratoire des études visant à mieux comprendre la régulation
du récepteur B1.
Jusqu’à présent, aucune anomalie biochimique n’a permis de caractériser les
AOA de nature idiopathique. Le C1INH immunoréactif et fonctionnel étant normal
chez ces patients, nous nous sommes donc attaché non pas à la formation des kinines
lors de l’activation du système de contact, mais à leur catabolisme par les trois
peptidases discutées précédemment. Nous appliquons donc aux plasmas de ces
patients une approche analytique développée et validée dans notre laboratoire (Cyr et
al., 2001).
Cette façon de faire nous permet de mettre en évidence une anomalie de la
dégradation de la BK. En effet, la BK exogène ajoutée au plasma de ces patients à
une concentration finale de 48iM, a une demi-vie de dégradation allongée lorsque
comparée à la population de référence de cette précédente. Cette anomalie est à
mettre en relation avec une activité significativement diminuée de l’ECA et de I’APP,
les deux voies métaboliques principales de l’agoniste B2R. En plus, la présence d’une
activité moindre de ces deux enzymes présente uniquement chez les patients atteints
d’AOA suggère l’implication de certains facteurs génétiques et environnementaux,
qui prédisposeraient ces individus à développer cette réaction inflammatoire aigue
locale. La présence de mutations au niveau génique chez certains de ces patients
pourrait aussi conduire à une activité plus faible de l’ECA et de l’APP et, par le fait
même, les prédisposer à développer un épisode d’AOA.
Curieusement, cette double anomalie n’affecte pas la dégradation de la des-Arg9-BK
et nous n’observons aucune différence significative au niveau de l’activité de la CPN
entre les deux groupes.
Cette observation nouvelle devrait être confirmée par un nombre plus important
d’échantillons en mesurant le métabolisme des kinines endogènes générées lors de
l’activation du système de contact du plasma. Elle devrait aussi donner lieu à des
études au niveau génique comme nous l’avons fait par le passé pour les AOA associés
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aux iECA. Le polymorphisme de l’APP et de l’ECA devrait être documenté puisque
nous avons en effet démontré une influence de ces derniers sur l’activité de ces
enzymes et leur capacité à dégrader les kinines. L’affinité de l’ECA et de l’APP pour
la BK et la des-Arg9-BK devrait aussi être soigneusement caractérisée.
Quoiqu’il en soit, notre observation présente un intérêt thérapeutique
potentiel. En effet, ces patients atteints d’AO idiopathique et présentant cette
anomalie du métabolisme de la BK, constituent des candidats potentiels pour un
traitement au moyen de HOE 140 (Icatibant), antagoniste des récepteurs B2
actuellement en développement clinique. Même si le plasma a été jusqu’à présent le
milieu privilégié pour l’étude des médiateurs potentiels de la réaction
angioodèmateuse et en particulier des kinines, nous ne pouvons exclure que dans le
décours d’un épisode aigu d’AO, ces médiateurs soient éliminés par voie rénale.
Précédemment, M. Trépanier avait dosé la BK et la des-Arg9-BK urinaire chez de tels
patients et n’avait pas mesuré des concentrations significativement plus élevées
lorsque comparée à des sujets de référence. De la même manière, nous n’avons pas
mesuré une excrétion accrue de SP immunoréactive chez ces mêmes patients. Ainsi,
nous pouvons conclure que la fin d’une réaction oedémateuse pourrait aussi être due à
une modulation de l’expression des récepteurs aux kinines.
Parmi les agents pharmacologiques potentiellement responsables de l’AO, les
kinines ont été les plus étudiées. Cependant, nous ne pouvons pas exclure une
participation des neurokinines et en particulier de la SP. En effet, différents
arguments cliniques et fondamentaux décrits dans notre introduction plaident pour
une telle participation.
C’est la raison pour laquelle nous avons observé cette problématique en documentant,
non seulement le métabolisme de la BK et de la des-Arg9-BK, mais aussi celui de la
SP exogène dans le sérum d’un groupe de patients nord américains hypertendus ayant
présenté un AOA associé à la prise d’iECA. La sélection des patients et l’approche
expérimentale sont différentes de celles utilisées précédemment. Pour ces raisons,
nous n’avons pas mis en évidence les anomalies métaboliques touchant la des-Arg9-
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BK et l’APP chez les patients angiooedémateux d’origine européenne. Il en est de
même pour la SP, aucune différence significative de t112 n’a pu être mesurée entre les
quatre groupes de patients. Chez ces mêmes patients, nous avons également mesuré
l’activité enzymatique et dosé l’immunoréactivité de la DPPIV, peptidase connue au
métabolisme des kinines et de la SP. Dans ce cas, l’activité enzymatique était
significativement diminuée chez les patients atteints d’AO traités par un iECA alors
que la protéine immunoréactive était en concentration plus faible dans le plasma de
patients traités ou non au moyen d’un iECA. La présence d’une concentration de
DPPIV immunoréactive diminuée chez tous les patients lorsque comparée aux
témoins et d’une diminution de l’activité de la DPPIV uniquement retrouvée chez les
patients durant une crise d’AOA associé à la prise d’iECA suggère que des facteurs
environnementaux ou alors que l’inhibition elle-même de l’iECA pourrait moduler
l’activité spécifique de la DPPIV immunoréactive. En effet, certaines conditions
physiopathologiques telles que l’infection au VIH, l’arthrite rhumatoïde et la
transplantation pourraient altérer l’activité spécifique de la DPPIV (L ambeir et al.,
2003). Hypothétiquement, la présence de conditions physiopathologiques ainsi que de
facteurs environnementaux chez des individus présentant une expression constitutive
faible de DPPIV immunoréactive pourrait précipiter les crises d’AOA. Certains
facteurs génétiques ou environnementaux diminuant l’activité de la DPPIV pourraient
donc prédisposer les individus à développer un AOA associé à la prise d’iECA.
Ces résultats relatifs à la SP et à la DPPIV demeurent tout de même exploratoires et
donc difficilement interprétables.
Dans cette partie de notre travail, nous avons aussi observé que la demi-vie de
dégradation de la BK varie de façon inversement proportionnelle à l’activité de
I’ECA et ce, chez chacun des sujets. Par contre, la demi-vie de dégradation de la SP
corrèle inversement avec l’activité de la DPPIV et de l’APN durant l’inhibition de
l’ECA. En fait, cette relation peut être expliquée par le fait que la DPPIV contribue de
façon majoritaire à la dégradation de la SP lorsque l’ECA est inhibée. Ceci
expliquerait donc pourquoi la demi-vie de dégradation de la SP est augmentée en
présence d’inhibition de l’ECA et d’une activité enzymatique de la DPPW diminuée.
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En se basant sur des études effectuées précédemment chez le rat au cours
desquelles la SP contribuait au développement de l’AOA associé à la prise d’iECA
(Emanueli et al., 1998; Sulpizio et al., 2004), nous avons établi une hypothèse de
recherche. Celle-ci proposait que l’allongement de la demi-vie de dégradation de la
SP chez des individus traités aux iECA et présentant une concentration de DPPIV
immunoréactive ou une activité de DPPW faible, contribuait au développement
d’AOA. Cependant, contrairement à notre hypothèse, la demi-vie de dégradation de la
SP ex vivo observée n’était pas prolongée chez les individus atteints d’AOA associé à
la prise d’iECA. Cette différence au niveau des résultats peut être expliquée par le fait
que la concentration de DPPIV immunoréactive ainsi que l’activité de la DPPIV ont
été mesurées au niveau plasmatique, alors que la DPPIV est une peptidase de la
surface cellulaire (Lambeir et al., 2003). La régulation de l’expression de la DPPIV
serait donc spécifique au tissu et la concentration de DPPIV immunoréactive pourrait
refléter non seulement l’expression, mais aussi le clivage de la DPPIV à partir de la
surface cellulaire. De cette façon, la dégradation ex vivo de la SP ne refléterait pas
exactement le métabolisme in vivo local. Afin de continuer nos recherches dans ce
sens tout en prenant compte des limites de cette étude, il serait intéressant de valider
une technique nous permettant d’étudier l’activité de la DPPIV ainsi que la
concentration de DPPIV immunoréactive au niveau cellulaire. Il serait aussi
intéressant d’étudier soigneusement l’affinité spécifique de la DPPW pour la SP.
Précédemment, ME Moreau (Moreau et al., 2005) a montré chez le porc qu’un
traitement chronique mais, non aigu, au moyen d’un iECA induit la synthèse du
récepteur B1 immunoréactif au niveau d’un tissu orophaiyngé, siège de
l’angiooedèrne, et au niveau rénal, cible particulièrement importante.
Afin de continuer d’approfondir nos recherches sur le récepteur B1, la dernière
partie de notre mémoire de maîtrise consiste en l’étude de l’effet de différents
traitements pharmacologiques sur l’expression de ce récepteur dans un modèle de
lapin in vivo et in vitro dans un modèle de fibroblastes en culture. En fait, cette partie
de notre projet étudie plus particulièrement l’effet de différents agents
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pharmacologiques (saline physiologique, TNf-a, IL-113 et LPS) ou différents
traitements en combinaison (étanercept, sel sodique du phosphate de dexaméthasone
et IRA), sur l’induction du récepteur B1 des kinines.
Des tests préliminaires ont démontré que l’étanercept réduit de façon sélective
l’effet inducteur du TNF-a sur l’expression du récepteur B1 dans les fibroblastes de
lapin. Les effets de ce traitement pharmacologique se produisent sans toutefois
interférer avec l’effet inducteur de l’IL- 113 sur l’expression du B1R, contrairement au
traitement à l’IRA, qui a un potentiel inhibiteur important sur l’effet inducteur de
l’IL-13, mais n’inhibe pas celui du TNF-a. En plus, l’utilisation d’un nouveau modèle
cellulaire soit; les fibroblastes denniques de lapin, s’est montré plus efficace afin
d’étudier l’effet pharmacologique du TNF-a que les cellules de muscle lisse d’aorte
de lapin, ce dernier s’étant précédemment montré réfractaire aux différentes
cytokines.
Les résultats obtenus précédemment suggèrent aussi qu’il y a un manque de
récepteurs au TNF-a dans les cellules fraîchement isolées ou les cellules de muscle
lisse d’aorte de lapin obtenues en culture. En effet, cette hypothèse se base sur
l’absence de résultats rapportant une augmentation de la réponse contractile aux
agonistes du B1R induite par l’IL-1f3, suite au traitement par le YNF-ct (Deblois et al.,
1988).
En plus, nous constatons que, même à une concentration élevée de 10 j.tg/mL, le
LPS n’a aucun effet sur la concentration d’ARNm dans les deux modèles cellulaires.
Ceci suggère donc un manque de Toll-like receptor 4 (TLR4), une des molécules
essentielles nécessaires afin de permettre au complexe immun inné d’émettre des
signaux sur les fibroblastes et les cellules de musle lisse, étant toutes les deux des
lignées cellulaires non-hématopoïétiques, Par le fait même, l’induction de
l’expression du B1R dans les cellules isolées de muscle lisse d’aorte de lapin par le
traitement au LPS serait donc déterminée par le relâchement de cytokines provenant
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d’autres types cellulaires comme les leucocytes circulants et réticuloendothéliaux
(Bouthillier et al., 1987; Regoli et al., 1981; Sabounn et al., 2001).
En plus, il est intéressant d’observer que le sel sodique du phosphate de
dexaméthasone (100 nM) a un effet inhibiteur non sélectif plus faible que celui de la
dexaméthasone sur l’induction de l’expression du 31R par le TNF-a et l’IRA. Le sel
sodique du phosphate de dexaméthasone serait donc une pro-drogue hydrosoluble du
dexaméthasone qui est principalement formé par l’hydrolyse d’un lien ester
intracellulaire. Dans des cellules isolées d’aorte de lapin, le potentiel inhibiteur du
dexaméthasone sur l’effet inducteur de l’IL-1f3 sur l’expression du B1R dans les
fibroblastes de lapin s’est avéré beaucoup plus fort que celui de son sel. L’usage du
sel de dexaméthasone se situerait donc préférentiellement dans les systèmes
cellulaires afin de valider différentes drogues puisqu’il a une forme hydrosoluble et
injectable, lui permettant d’être ainsi utilisé de façon subséquente dans les modèles in
vivo.
Dans notre mémoire de maîtrise, nous montrons que l’ARNm du récepteur B1 est
traduite en un récepteur de surface détecté par le radioligand spécifique. L’induction
de ce récepteur par différentes cytokines proinflammatoires est cependant spécifique
au tissu analysé.
Cependant, dans ce protocole, l’approche expérimentale utilisée n’a pas permis
une relation entre 1 ‘immunoréactivité de ce récepteur et sa fonction pharmacologique.
En conclusion, notre travail de maîtrise contribue de façon significative à une
meilleure compréhension de la physiopathologie de la réaction angiooedèmateuse,
d’une part, en investiguant d’autres groupes de patients angiooedémateux et, d’autres
part, en étudiant la nature des investigations. Le point principal de notre travail est
cependant la mise en évidence d’une anomalie métabolique importante affectant le
métabolisme de la BK chez un groupe de patients affectés d’une forme d’AOA
considérée comme idiopathique.
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VIII Conclusion
Notre travail de maîtrise nous a permis d’améliorer notre compréhension de la
physiopathologie de l’angiooedème chez deux groupes de patients atteints soit
d’AOA de nature idiopathique ou associé à la prise d’iECA. En effet, nous avons
étudié le métabolisme des kinines exogènes dans le plasma de patients atteints
d’AOA de nature idiopathique et nous avons documenté en parallèle et, pour la
première fois, le métabolisme des kinines et celui de la substance P dans le plasma de
patients américains hypertendus ayant présenté un épisode d’AOA associé au
traitement par jECA. En plus, en utilisant une approche plus moléculaire, nous avons
poursuivi l’étude de la régulation du récepteur B1 in vitro dans un modèle de
fibroblastes en culture.
Les différentes investigations biochimiques et pharmacologiques effectuées sur le
plasma de patients atteints d’AOA de nature idiopathique nous ont permis de mettre
en évidence la présence d’une anomalie de dégradation de la 3K reliée à une
diminution de l’activité de l’APP et de l’ECA. Celle-ci affecte ainsi le métabolisme
de cette kinine chez le groupe de patients atteints d’une forme d’AO considérée
comme idiopathique.
Notre travail nous a aussi permis de constater que la présence de conditions
physiopathologiques ainsi que de facteurs environnementaux chez des individus
présentant une expression constitutive faible de DPPIV immunoréactive pourrait
précipiter les crises d’AOA et que, certains facteurs génétiques ou environnementaux
diminuant l’activité de la DPPIV, pourraient prédisposer les individus à développer
un AOA associé à la prise d’iECA.
Finalement, la poursuite des travaux entamés précédemment par ME Moreau au
sein de notre laboratoire de recherche nous permet de montrer que l’ARNm du
récepteur B est traduite en un récepteur de surface pharmacologiquement fonctionnel
et que l’induction de ce récepteur, par différentes cytokines proinflammatoires,
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demeure spécifique au tissu analysé et varie selon le type de traitement
pharmacologique utilisé.
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Annexe
Conditions du PCR pour les prîmers de lapîn
Primers GAPDH BIR TF APN
Température d’hybridation 60°C 60°C 62°C 63°C
Temps d’élongation 20 sec 15 sec 10 sec 7sec
Concentration de Mg 2mM 2mM 2mM 2mM
Concentration de primers 0,7pM 0,7pM 1 pM 0,5pM
Longueur de l’amplicon lZ2pb 162pb l8Opb 169pb
1m 60.2°C 59.8°C 60.4°C 59.7°C
